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Estruturas tridimensionais são ferramentas bastante atrativas para a 
engenharia de tecidos, mimetizado fisicamente a matrix extracelular natural que 
atuam como suportes para o desenvolvimento celular. O objetivo do trabalho foi 
produzir estruturas tridimensionais biodegradáveis de quitosana-hidroxiapatita-
gelatina (CS/HA/G) com diferentes quantidades de HA e avaliar suas 
propriedades e comportamento in vitro. As estruturas tridimensionais foram 
produzidas em duas etapas. Numa primeira etapa foram obtidas esferas de CS 
contendo diferentes quantidades de HA de baixa cristalinidade (20, 50 e 70 % 
m/m). A HA de baixa cristalinidade foi gerada in situ no interior das esferas de 
CS. Para isso foi precipitado CaHPO4 em uma dissolução de CS e a 
suspensão resultante foi conformada na forma de esferas mediante 
gotejamento em dissolução de Na5P3O10 (TPP) com pH 8-9. As esferas 
precipitadas foram mantidas sob agitação nesta solução para conseguir a 
reticulação da CS e a transformação do CaHPO4 em HA, e finalmente 
liofilizadas. Para a obtenção das estruturas tridimensionais, as esferas de CS-
HA foram aglutinadas mediante impregnação com dissolução aquecida (40°C) 
de 5 % de G, arrefecimento até -18°C e liofilização. As esferas foram 
caracterizadas mediante microscopia ótica (MO), microscopia eletrônica de 
varredura (MEV), difração de raios X (DRX), análises termogravimétricas (TG) 
e espectroscopia de infravermelho (IV). E as estruturas tridimensionais por 
Porosidade, Grau de Intumescimento (GI), propriedade mecânica de 
resistência à comrpressão via seco e úmido. O diâmetro médio das esferas 
segundo os resultados de MO foi de 2,6 ± 0,22mm e 2,8± 0,28mm para CS-HA 
20% e CS-HA50%,respectivamente. Já as partículas de CS-HA70% 
apresentaram diâmetro médio de 3,9± 0,37mm tendo sua morfologia e 
porosidade superficial variou com o conteúdo de HA. A presença de HA de 
baixa cristalinidade no interior das esferas foi confirmada pelos resultados DRX 
e IV. Nas imagens de MEV foi possível observar que os cristais de HA estão 
homogeneamente dispersos no interior das esferas. Os resultados de TG 
revelaram boa concordância entre as quantidades de HA projetadas e as 
realmente obtidas nas esferas. Os resultados das estruturas tridimensionais 
indicam influência pelas diferentes concentrações de hidroxiapatita. Com o 
aumento na fração cerâmica observa-se a densificação da superfície, uma 
pequena diminuição da porosidade e no grau de intumescimento, como 
também um aumento no modulo de elasticidade via seca e uma pequena 
diminuição nas propriedades mecânicas via úmido, causado pelo 
intumescimento da estrutura. O compósito que apresentou resultados mais 
satisfatórios foi CS-HA20%, exibindo um melhor perfil à porosidade, grau de 
intumescimento e prorpriedades mecânicas. O estudo sugere que as estruturas 
tridimensionais necessitam de reajustes para serem aplicadas em regeneração 
óssea, entretanto podem ser indicadas para aplicações em engenharia de 
tecidos, em situações preferencialmente ex-vivo, como suportes temporários de 
células. 
Palavras-Chave: Quitosana. Hidroxiapatita, Estruturas Tridimensionais, 
agregação de partículas.  
ABSTRACT 
Three-dimensional structures are very attractive tools for tissue engineering, 
physically mimicked the natural extracellular matrix, these structures act as 
supports for cell development. The goal was to produce biodegradable three-
dimensional structures of chitosan-hydroxyapatite-gelatin (CS / HA / L) with 
different HA contents and evaluate their properties and behavior in vitro. The 
three-dimensional structures were produced in two steps. In a first step CS 
were obtained spheres containing different amounts of HA low crystallinity (20, 
50 and 70% w / w). The poorly crystalline HA was generated in situ within the 
CS spheres. To this precipitate was dissolved in CS CaHPO4 and the resulting 
suspension was shaped in the form of spheres by dripping in dissolution 
Na5P3O10 (TPP) at pH 8-9. The precipitated spheres were kept in this solution 
under stirring to obtain the halftone processing and the CS HA CaHPO4, and 
finally lyophilized. To obtain the three-dimensional structures, CS-HA spheres 
were bonded by impregnation with warm solution (40 ° C) 5% C, cooling to -18 ° 
C and lyophilization. The spheres were characterized by optical microscopy 
(OM), scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD), 
thermogravimetric analysis (TG) and infrared spectroscopy (IR). And the three-
dimensional structures by porosity, Degree of Swelling (GI), mechanical 
property of resistance comrpressão via dry and wet. The average diameter of 
the spheres according to the results of MO was 2.6 ± 0.22 mm and 2.8 ± 
0,28mm CS-20% CSHA50% respectively. Already the particles of CS-HA70% 
had a mean diameter of 3.9 ± 0,37mm having their morphology and surface 
porosity varied with the HA content. The presence of low crystallinity with in the 
HA spheres was confirmed by the XRD results and IV. In the SEM images was 
observed that HA crystals are homogeneously dispersed within the sphere. The 
TG data showed good agreement between the HA and the amounts actually 
projected on the spheres obtained. The results indicate influences of three-
dimensional structures for various concentrations of hydroxyapatite. With the 
increase in the ceramic fraction is observed densification of the surface, a slight 
reduction of the porosity and the degree of swelling, as well as an increase in 
the modulus of elasticity via a small decrease in the mechanical properties wet 
route, caused by swelling of the structure. The composite that presented better 
results was CS-HA20%, showing a better profile to the porosity, degree of 
swelling and mechanical prorpriedades. The study suggests that three-
dimensional structures require adjustments to be applied in bone regeneration, 
but can be suitable for applications in tissue engineering, in situations preferably 
ex vivo, as temporary supports cells. 
Keywords: Chitosan. Hydroxyapatite, Three-dimensional structures, 
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A sociedade moderna desde meados do século XX é marcada pela busca 
do bem estar e longevidade, e é um desafio constante prolongar essa vida com 
qualidade. Um dos vetores para este desafio é a falência natural dos órgãos e 
tecidos, necessitando assim de um transplante, que por muitas vezes torna-se 
um problema, pois prolonga o sofrimento de pacientes que dependem da 
doação de órgãos, condenando-os a permanecer em uma interminável lista de 
espera. 
Apesar de apresentar crescimento no número de doações, o levantamento 
realizado pelo Ministério da Saúde de janeiro até agosto de 2014, mostra que 
os transplantes de ossos tiveram um aumento de 53% em relação ao ano 
anterior, hoje, o Brasil possui 15 doadores de órgão por milhão de habitantes e 
dentro deste universo, apenas quatro são doadores de ossos. Além disso, 
quando ocorre o transplante, existe sempre o risco iminente de rejeições por 
parte do paciente. A partir disto, técnicas biomédicas de transplante de material 
orgânico semelhante vêm sendo desenvolvidas, objetivando dar continuidade à 
vida natural. 
Como consequência dos avanços tecnológicos tanto no campo cientifico 
como da medicina regenerativa, existe uma progressiva busca pela obtenção 
de materiais capazes de mimetizar os sistemas biológicos de forma funcional e 
biológica, a fim de fornecer uma fonte ilimitada de substitutos de tecidos e/ou 
órgãos. Estes materiais são identificados como biomateriais, e são usados para 
direcionar, pelo controle das interações com os componentes dos sistemas 
vivos, o curso de qualquer procedimento terapêutico ou de diagnóstico, em 
medicina humana ou veterinária (Williams, 2009). 
A engenharia de tecidos aplicada a biomateriais corresponde a materiais 
que apresentem propriedades diferenciadas respondendo as demandas 
biológicas seja de tecido mole ou duro, associando esse desempenho a uma 
atividade biológica como a regeneração e baseia-se em três elementos 
importantes: células, fatores de crescimento (moléculas de sinalização) e 
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estruturas tridimensionais (matriz polimérica 3D). Uma estrutura tridimensional 
é um dos componentes mais importantes, que interage com as células e os 
fatores de crescimento para regenerar um tecido específico. (Gautam et al, 
2013) 
Um desafio diferenciado na atualidade no campo dos biomateriais é 
desenvolver um material que tenha alto grau de semelhança com o tecido vivo, 
de modo que este possa reconhecê-lo como parte de sua estrutura e não como 
corpo estranho ao seu meio (Leonel et al., 2004). Mediante isto, tem sido 
investigada a combinação de materiais de diferentes características na 
construção de estruturas tridimensionais. Por exemplo, a combinação de 
fosfatos de cálcio com polímeros combina boas propriedades mecânicas e 
biocompatibilidade das estruturas tridimensionais. Para a construção de 
estruturas tridimensionais para a regeneração de tecidos ósseos, destacam-se 
os compósitos de PCL-HA e PGA–HA e CS-HA. (Pathiraja et al, 2003). 
A hidroxiapatita é uma das cerâmicas mais utilizadas como biomaterial, 
devido à semelhança com os constituintes minerais dos ossos e dentes 
humanos. Possui vantagens como a sua composição uniforme, 
biocompatibilidade, segurança (não é tóxica, nem alergênica ou carcinogênica) 
e pelo fato de sua microestrutura (tamanho dos poros) ser completamente 
controlável. Por isso, vem sendo estudada como um possível material 
substituto para osso e implantes dentários. A quitosana é um polímero natural 
proveniente da reação de desacetilação da quitina (originada principalmente de 
exoesqueletos de crustáceos, moluscos e insetos) um dos mais abundantes 
polissacarídeos encontrados na natureza e possuí estrutura química similar à 
estrutura do ácido hialurônico que reforça a sua indicação como agente 
cicatrizante e reparador, pois a quitosana é capaz de aumentar as funções das 
células inflamatórias como os leucócitos polimorfonucleares e macrófagos, 
promovendo organização celular e atuando no reparo de feridas amplas (Onoet 




Os compósitos são materiais construídos pela combinação adequada de no 
mínimo dois componentes, elemento de reforço e matriz, unidos por uma 
interface, diferindo em forma e/ou composição, resultando em materiais com 
propriedades superiores às dos componentes individuais. Esses materiais 
podem apresentar como vantagens: biocompatibilidade, inércia química, 
resistência à corrosão, elevado módulo de elasticidade e boa resistência 
mecânica. (Mathews, 1994), (Piconi, 1999), (Lee, 2001). 
Do ponto de vista biológico a formação de um compósito a partir da 
combinação entre fração de polímeros e cerâmicas, para fabricação de um 
estrutura tridimensional na perspectiva de regeneração óssea, é uma estratégia 
natural e biomimética, já que o osso consiste da combinação de um polímero 
natural juntamente com uma apatita natural. E, do ponto de vista de ciências 
dos materiais, a combinação de materiais poliméricos e cerâmicos pode gerar 
um material compósito que possibilite a otimização de propriedades destes 
materiais, tornando-se mais adequado a aplicação desejada. (Chen e tal, 2002; 
Chen et al., 2008; Oliveira, 2015;  Sampaio, 2014;). 
Com base nesse contexto foram delineados os objetivos dessa pesquisa. 
Este trabalho propõe o desenvolvimento de estruturas tridimensionais 
baseadas em compósitos de quitosana-gelatina-hidroxiapatita pelo método da 
agregação de partículas. Para isso sugere-se primeiro a obtenção de esferas 
de compósito quitosana-hidroxiapatita obtidas por meio gelificação ionotrópica 
e geração in situ de hidroxiapatita, posteriormente a otimização do conteúdo de 
hidroxiapatita nas esferas. E, tem como inovação a geração da fase mineral 
dentro da quitosana promovendo melhor homogeneização do sistema, como 
também melhores propriedades mecânicas, tendo em vista que podemos 
através da combinação destes materiais favorecerem propriedades como: 
bioatividade, reatividade, biocompatibilidade e biodegradabilidade. Utilizando 
estes componentes, buscou-se mimetizar, o tecido biológico com o intuito de 
aplicação em regeneração óssea.   
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
2.1 Engenharia de Tecidos 
A primeira citação científica a respeito da engenharia de tecidos, como 
um braço das ciências biomédicas, foi realizada por Vacanti e Langer’s no ano 
de 1993.Édefinida como a “Aplicação dos princípios e métodos de engenharia 
e ciências da vida para a compreensão fundamental das relações estrutura-
função emtecidos normais e patológicos de mamíferos e o desenvolvimento de 
substitutos para restaurar, manter ou melhorar a função tecidual” (Palsson e 
Bhatia, 2004). 
O conceito de engenharia de tecidos foi ilustrado por Stock e Vacanti 
(Stock eVacanti, 2001), e é apresentado na Figura 1. 
 
 
Figura 1: Conceito de Engenharia de Tecidos(Stock e Vacanti, 2001). Adaptado. 
Buscando uma padronização tanto na terminologia como na metodologia 
de pesquisa e aplicação dos produtos preparados pela engenharia de tecidos, 
a regulamentação vem sendo feita por normas ASTM (entre elas F2312-03, 
F2027-00e1 e F2150- 02e1) e por órgãos governamentais de países da 
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Europa, Japão, Canadá e outros(Lloyd, 2004). De uma forma geral, a 
preparação dos produtos da engenharia de tecidos seguem as seguintes 
etapas: 
(I) Seleção e processamento do suporte 
(II) Inoculação da população celular sobre o suporte 
(III) Crescimento do tecido prematuro 
(IV) Crescimento do tecido maturado em sistema fisiológico(bioreator) 
(V) Re-Implante cirúrgico 
(VI) Assimilação do produto. 
Para regenerar novos tecidos, a engenharia de tecidos utiliza três 
ferramentas: células, suportes e fatores de crescimento. As células sintetizam a 
matriz extracelular, que estruturalmente é um material compósito, exercendo a 
função de uma estrutura tridimensional natural, e que fornece um suporte 
mecânico que permite as interações célula-célula para a formação de tecidos 
(Fidéles, 2014),para o novo tecido, o suporte deve prover o ambiente/suporte 
apropriado para as células crescerem e executarem suas funções, e os fatores 
de crescimento deve facilitar e promover a regeneração do novo tecido pelas 
células (Ikada, 2006).  
Estes suportes são chamados de estruturas tridimensionais e têm 
propriedades físicas, mecânicas e químicas apropriadas à adesão, proliferação 
e diferenciação celular resultando na formação de novo tecido. Esta formação 
de tecido novo pode ocorrer em dois ambientes, in situ e ex situ. O primeiro 
consiste em implantar o arcabouço no local onde se encontra a lesão utilizando 
a capacidade de auto regeneração do tecido. O segundo ocorre a partir da 
indução do crescimento celular (biorreatores) em um ambiente controlado e 




A Engenharia de Tecidos frequentemente recruta materiais 
biocompatíveis e biodegradáveis com propriedades mecânicas próximas ao 
tecido alvo do tratamento. Muito embora os metais e cerâmicas sejam 
importantes biomateriais, os polímeros são comumente aplicados na 
engenharia e medicina regenerativa. Adicionalmente, um controle da atividade 
biológica em nível molecular, que é uma das características primordiais para 
biomateriais aplicados na Engenharia de Tecidos, pode ser obtido utilizando 
polímeros naturais (Chionoet al., 2008). Esse novo campo da Engenharia se 
tornou, de forma literal, a interface entre a indústria tradicional de implantes 
médicos e a revolução biológica. Ao aproveitar os avanços desta revolução, se 
permite criar toda uma nova geração de tecidos, órgãos e implantes, assim 
como estratégias para o reparo e regeneração (Nerem, 2007).  
2.2 Estruturas tridimensionais  
As estruturas tridimensionais são projetadas para fornecer um espaço 
tridimensional onde as células transplantadas ou infiltradas permaneçam 
ligadas, com capacidade de proliferação e diferenciação para produzir o tecido 
desejado (Putnam, 1996). Podem ser obtidos a partir de material cerâmico, 
polimérico, metálico ou da associação destes. (Xu Et Al ,2008); (Zhang Et Al, 
2008); (Alsberg et al, 2003);(Leong et al ,2006);(Khan et al, 2006);(Duailibi et al 
2004).Entre os poliméricos naturais que têm sido largamente utilizados em 
engenharia de tecidos, podem-se citar os a base de colágeno tipo I, quitosana 
e ácido hialurônico. Já entre os sintéticos cita-se os poli-anidridos, poli-láctico 
co-glicólicos (PLGA). (Jiang et al ,2006);(Vogelim, 2005); (Burkoth et 
al,2005);(Klouda et al, 2008). 
A indicação do tipo de material a ser utilizado como suporte para as 
células depende do objetivo específico da matriz, das propriedades físicas 
(reológicas, resistência mecânica, porosidade, rugosidade) e químicas 
(velocidade e modo de degradação) desejadas, assim como da capacidade de 
devolução de droIgas/fatores, entre outros. A inobservância destes e outros 
requisitos na escolha do material para construção do scaffold pode 
comprometer o resultado esperado. 
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2.2.1 Requisitos das estruturas tridimensionais 
Os requisitos do material utilizado em aplicações em engenharia de 
tecidos são complexos e em muitos casos, não há consenso entre a 
comunidade científica sobre as características específicas que estes devem 
possuir, para uma aplicação particular. Estes requisitos dependem 
principalmente do tecido a ser restaurado e sobre a localização e tamanho do 
defeito a ser tratado. No entanto, existem algumas características gerais 
principais que o material do arcabouço deve possuir, nomeadamente 
(Thomson, 1995);(Iakada, 1994): 
 Ser biocompativel, ou seja, o material do arcabouço e os seus produtos 
de degradação, não podem provocar uma resposta do sistema 
imunitário do corpo ou possuir qualquer substância tóxica; 
 Ter propriedades mecânicas adequadas, i.e. o arcabouço deve possuir 
uma resistência mecânica suficiente para suportar tensões existentes no 
ambiente onde é implantado; 
 Ter uma degradação controlada, porque os tecidos têm diferentes taxas 
de regeneração, a taxa de degradação do arcabouço tem que ser 
ajustada ao tecido a reparar, tendo sempre em conta que as 
propriedades mecânicas deste também diminuem com a degradação; 
 Ter tamanho e morfologia dos poros apropriada, i.e. a porosidade, o 
tamanho e a estrutura dos poros são fatores com grande importância no 
transporte de nutrientespara células transplantadas e regeneradas. 
Macroporos de pequeno diâmetro são preferíveis para razões de grande 
área por volume das estruturas tridimensionais, desde que o tamanho 
dos macroporos seja maior que o diâmetro de uma célula em suspensão 
(tipicamente de 10 μm). Há uma falta de consenso sobre o tamanho dos 
macroporos ideal para o crescimento de tecido máximo e/ou 
crescimento ótimo das células, mas se aceita que depende do tecido a 
reparar/ substituir e está ligado ao tamanho das células que serão 
aplicadas. No caso da regeneração óssea, alguns autores defendem 
que o crescimento de tecido máximo é atingido com macroporos de 
tamanhos variando de 200-450μm (H. SEITZ et al,2009) para outros, 
28 
 
deve ser de 100-150μm, ou de 100-350μm. A Interconectividade entre 
os macroporos é altamente desejável quando em comparação com os 
poros isolados, uma vez que uma estrutura de poros com rede 
interligada aumenta as taxas de difusão de fora para o centro do scaffold 
e facilita vascularização, melhorando assim, o transporte de nutrientes e 
oxigênio e remoção resíduos. A microporosidade pode possibilitar a 
inclusão de agentes reguladores e/ou fármacos no material de base dos 
estruturas tridimensionais auxiliando a regeneração de tecido, e tem 
elevada influencia na sua taxa de degradação.(Thomson, 1995); 
(Iakada, 1994); 
 Ter propriedades químicas da superfície apropriadas para adesão, visto 
que a adesão é um pré-requisito para futuras funções celulares os 
diferentes tipos de células, necessitam de diferentes substratos para 
poderem-se proliferar e promover diferentes tipos de diferenciação, 
sendo comum que as estruturas tridimensionais recebam tratamentos 
superficiais para melhorar estas.(Thomson, 1995);(Iakada, 1994); 
(Thompson, 1995) 
 Ser de fácil esterilização, pois antes de poder ser implantado o scaffold 
terá que ser esterilizado, seja por exposição a altas temperaturas, vapor 
de óxido de etileno, ou radiação gama e devem permanecer inalterados 
quando sujeitos a uma destas técnicas (Lu, 1996).  
 Fácil de processar em variadas geometrias tridimensionais: muitas 
vezes são utilizados em defeitos com formas únicas, irregulares e 
complexos, logo as estruturas tridimensionais devem ser de fácil e 
versátil fabrico (Thomson, 1995);(Iakada, 1994).  
2.3 Biomateriais 
Uma das áreas de estudo da ciência e engenharia dos materiais é aquela 
que se dedica à identificação e conhecimento de materiais naturais ou 
sintéticos, adequados ao uso em meio biológico. A essa categoria de materiais 
dá-se o nome de biomaterial. 
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Um biomaterial é uma substância que foi projetada e conformada para 
que, sozinha ou como parte de um sistema complexo, é usada para direcionar, 
pelo controle das interações com os componentes dos sistemas vivos, o curso 
de qualquer procedimento terapêutico ou de diagnóstico, em medicina humana 
ou veterinária (Williams, 2009). 
O desenvolvimento dos biomateriais, especialmente dos substitutos 
ósseos, é atualmente objeto de intensa pesquisa para utilização em cirurgia 
ortopédica, traumatológica e buco-maxilo-facial. Desta forma, com intuito de 
suprir as limitações consequentes ao uso de enxerto autógeno e/ou de bancos 
de osso, os biomateriais vêm sendo utilizados com perspectiva de uma 
reconstituição do tecido ósseo, seja no reforço de uma estrutura ou 
preenchimento de um defeito (Gutierres et al., 2006). 
A escolha de um material para ser usado como biomaterial depende da 
análise de uma série de requisitos que devem ser encontrados. Nesse sentido, 
a biocompatibilidade (efeito do ambiente orgânico no material e efeito do 
material no organismo), a biodegradabilidade (fenômeno em que o material é 
degradado ou solubilizado em fluidos tissulares, desaparecendo do sítio de 
implantação), bem como a velocidade de degradação do material são 
características desafiadoras para o desenvolvimento e fundamentais para a 
escolha de um biomaterial (Pereira;Vasconcelos; Oréfice, 1999; Tabata, 2009). 
Os biomateriais utilizados na regeneração óssea, independentemente de 
serem permanentes ou biodegradáveis naturais ou sintéticos, necessitam ser 
biocompatíveis e idealmente osteoindutivos, osteocondutivos, porosos, 
integrativos e mecanicamente compatíveis com o osso nativo (El-Ghannam, 
2005). Mais recentemente, visando melhorar a qualidade do reparo e a 
regeneração óssea, tem-se utilizado células cultivadas e fatores de 
crescimento associados à biomateriais em estruturas tridimensionais (Oliveira 
et al., 2009). A promessa da engenharia tecidual é a de combinar os avanços 
no campo dos biomateriais e da biologia celular, de modo que os enxertos 
ósseos possam abranger a maioria ou todas as características citadas. 
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Atualmente tem-se observado diversos trabalhos sobre o estudo da 
reparação óssea, utilizando os mais diversos biomateriais, tais como: polímero 
de mamona (Jacques et al., 2004), hidroxiapatita sintética (Soccol et al., 2006), 
β-tricálcio fosfato (Frota, 2006), osso bovino orgânico (Marins et al., 2004; 
Pinheiro et al., 2003) e inorgânico (Pinheiro et al., 2003;Zambuzzi et al., 2006). 
2.3.1 Aplicações dos Biomateriais 
Os biomateriais podem dividir-se em materiais sintéticos (metais, 
cerâmicos ou polímeros), normalmente classificados como biomédicos, ou 
naturais (animal, vegetal ou humano), classificados como biológicos (Vallet-
RegI, 2001). Na Tabela 1, são descritas algumas aplicações clínicas desse 
grupo de materiais. 
Tabela 1: Aplicações clínicas envolvendo as classes dos materiais utilizados no corpo 
humano 
Tipos de Materiais Aplicações Clínicas 
Polímeros 
(Polietileno, Poliéster, Poliuretano, 
PMMA, Silicone). 
Suturas, vasos sanguíneos; tecidos 
moles (oftalmologia, tendão artificial, 
cardiovascular); acetábulo, nariz, orelha. 
Metais 
(Aço inoxidável, Titânio e respectivas 
ligas, Liga de cobalto- cromo). 
Fixação de fraturas ósseas (parafusos, 
pinos, placas, fios, hastes); substituição 
da articulação (quadril, joelho); implantes 
de raiz dentária; marca- passos.  
Cerâmicos 
(Alumina, Zircônia, Carbono, Fosfatos 
de cálcio, Porcelana, Vidros bioativos). 
 
Implantes ortopédicos e dentários (ossos, 
juntas, dentes); substituição, aumento e 
reconstituição óssea, componentes 




(Fibra de carbono-resina termofixa; 
Fibra de carbono-termoplástico; 
Carbono-carbono, Fosfato de cálcio- 
quitosana). 
Cimento ósseo; resinas dentárias, válvula 
cardíaca artificial (carbono ou grafite 
pirolítico); implante de joelho. 
Fonte: Adaptado de Park J e Lakes (2007)e Kawachi et al (2000). 
 
2.3.2 Biomateriais para regeneração óssea 
Diversas razões clínicas para o desenvolvimento de materiais ósseos na 
reconstrução de defeitos são encontradas, como por exemplo, traumas, 
infecções, anomalias de desenvolvimento, patologias, ressecções oncológicas 
e perda fisiológica de massa óssea podem levar a defeitos ósseos perenes, os 
quais não tem a capacidade de se regenerar espontaneamente, inclusive a 
necessidade de implantes ortopédicos que sejam mecanicamente mais 
adequados ao seu ambiente biológico. 
O tecido ósseo, por sua vez, está em constante remodelação e sua 
massa total depende da relação de equilíbrio existente entre a formação e a 
reabsorção óssea (Silva et al., 2007). A consolidação do reparo neste tecido 
está condicionada a determinadas condições, tais como amplo suprimento 
sanguíneo, estabilidade mecânica, presença de um arcabouço tridimensional e 
tamanho do sítio lesionado. Em regiões em que a morfologia e dimensão do 
defeito são extensas e críticas ao reparo, o mecanismo regenerativo torna-se 
limitado e, desta forma, há formação de cicatriz fibrosa (Kim et al., 2006). 
Por isso, os biomateriais utilizados como substitutos do tecido ósseo 
devem possuir características peculiares. Eles devem ser biocompatíveis, 
biodegradáveis e osteocondutivos, proporcionando a condução de osteoblastos 
ou de células precursoras de osteoblastos para o sítio lesado e de fatores 
regulatórios que promovam esse recrutamento, assim como o crescimento 
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celular neste sítio (Liu; Ma, 2004; Wan; Nacamuli; Longaker, 2006; Chen et al., 
2009). Além disso, precisam proporcionar uma estrutura adequada, que servirá 
de suporte para a neoformação óssea (Precheur, 2007). Esses biomateriais 
ainda devem possuir função imediata após a implantação e ter habilidade de 
remodelação e integração com o organismo (Vunjaknovakovic; Kaplan, 2006) 
Atualmente, para a utilização como substitutos do tecido ósseo, existem 
diversos biomateriais disponíveis. Eles variam não somente em relação à sua 
origem e composição química, mas também quanto à sua ação mecânica e 
configuração espacial (blocos sólidos, lâminas, esponjas porosas e hidrogéis) 
(Giannoudis; Dinopoulos; Tsiridis, 2005; Abukawa et al., 2006) 
Neste trabalho os tipos de biomateriais escolhidos foram: poliméricos e 
cerâmicos, tendo em vista que a utilização de materiais poliméricos 
apresentam vantagens quando comparados com materiais metálicos, pois a 
diferença no módulo de elasticidade entre o implante e o osso é reduzida, 
diminuindo a tensão de contato que minimiza a reabsorção óssea (Afonso, 
1998). Já as cerâmicas possuem diversas vantagens como biomateriais, para 
utilização em substituição ao tecido ósseo, dentre as quais destacam-se: são 
estruturalmente semelhantes ao componente inorgânico do osso; são 
biocompatíveis, osteocondutivas e, principalmente, não possuem proteínas em 
sua composição, o que proporciona ausência de resposta imunológica 
(Abukawa et al., 2006), diminuindo o risco de rejeição pelo organismo (Burg; 
Porter; Kellam, 2000), além de possuírem um alto tempo de degradação in vivo 
(Abukawa et al., 2006), permitindo a remodelação óssea no sítio do implante. 
 
2.3.3 Biomateriais cerâmicos 
Os biomateriais cerâmicos têm sido utilizados em virtude da semelhança 
estrutural, química e física com a matriz mineral óssea não induzindo qualquer 
reação imunológica ou tóxica. Estas não apresentam risco de transmissão de 
doenças infecciosas nem de degradação protéica. Comercialmente disponíveis 
estes biomateriais, diferem na origem (natural ou sintética), fase formada 
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(hidroxiapatita, betatricalcio-fosfato, fosfato de cálcio bifásico), forma física 
(particulados, blocos, cimentos etc.) e pelas propriedades físico-químicas 
(Dalapiculaet al 2006). Embora os biomateriais na maioria dos casos, 
dependendo do hospedeiro, não sofram rejeições imunológicas estes materiais 
não possuem a capacidade de ósseoindução ou de osteogenia. Okamoto et al 
(2006) estabeleceram, em modelo experimental em culturas de células da 
medula óssea de ratos e de humanos,e observaram que a  condição de 
formação do osso mais adequada seria composto de uma cultura primária de 
medula óssea para expandir o número de células de subcultura e que o poros 
formados pela inserção de hidroxiapatita (HA) formam excelentes arcabouços 
para suportar ao estroma celular. 
A característica mais importante associada a um arcabouço fabricado 
em material cerâmico que deverá substituir um tecido ósseo é a porosidade e a 
capacidade do material implantado à função osteocondutora. A arquitetura 
porosa controlada, a porosidade elevada, o tamanho adequado do poro e a 
interconectividade destes arcabouços são necessários para facilitar a 
distribuição e difusão de células e de nutrientes por toda estrutura (Costaet al 
2007). 
O tamanho de poros, do volume, da distribuição, da densidade são 
características que afetam as propriedades físicas e, subsequentemente, seu 
comportamento biológico. A área de superfície e a porosidade são duas 
propriedades estruturais importantes que determinam a qualidade e a utilidade 
dos biomateriais e consequentemente, exercem grandes efeitos em suas 
características dedesempenho. Estas propriedades são especialmente 
encontradas em um tipo especial na hidroxiapatita (HA). 
2.3.3.1 Hidroxiapatita 
Simplificadamente pode-se dizer que o corpo humano é constituído por 
três componentes básicos: água, colágeno e hidroxiapatita (HA).(Vallet-Regí, 
1997). A HA, com a fórmula química Ca5(PO4)3(OH), sendo mais tipicamente 
representada como Ca10(PO4)6(OH)2para indicar que a célula unitária 
compreende duas moléculas do composto, tem uma razão molar Ca/P 1,67 
34 
 
(BEST et al , 2008). Este composto representa a fase mineral dos ossos, que é 
responsável por fornecer estabilidade estrutural ao corpo, protegendo órgãos 
vitais como pulmões e coração e funcionando como um depósito regulador de 
íons. Tal fase representa o componente majoritário (aproximadamente 95%) da 
fase mineral dos ossos, sendo os outros 5% representado por células. (Vallet-
Regí, 1997). 
A estrutura da hidroxiapatita pertence ao sistema hexagonal, grupo 
espacial P63/m (caracterizado por um eixo C de 6 unidades perpendiculares a 3 
eixos equivalentes mantendo um triângulo de 120°), com dimensões de célula 
cristalina de a= 0,9423 nm e c = 0,6875 nm. Esses valores das dimensões de 
célula unitária valem para hidroxiapatita mineral ou hidroxiapatita pura 
preparada por reação em estado sólido ou precipitação e sinterização a 
1100°C. A célula unitária de hidroxiapatita tem seis grupos PO4
-3, cinco grupos 
Ca +2 e dois grupos OH-. A estrutura cristalina da hidroxiapatita é mostrada na 
Figura 2. 
 
Figura 2: Estrutura Cristalina da Hidroxiapatita (RIBEIRO, 2009). Adaptado. 
 
A palavra hidroxiapatita é formada pela junção das palavras hidroxi e 
apatita. Hidroxi refere-se ao grupo hidroxila (OH) e apatita é um nome mineral. 
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Devido a sua similaridade com o tecido ósseo, a HA sintética é um dos 
materiais mais biocompatíveis conhecidos favorecendo a proliferação de 
fibroblastos, osteoblastos e outras células ósseas. A sua elevada cristalinidade 
assegura uma taxa de degradação lenta quando utilizada no fabrico de 
estruturas tridimensionais, garantindo que este irá manter a sua forma 
geométrica durante a regeneração do tecido ósseo. Este fato é relevante em 
aplicações de longo prazo. No entanto a HA sintética só pode ser obtida por 
tratamentos térmicos onde a sua cristalização acontece com temperaturas 
acima de 600-700°C, originando cristais de HA sintéticamaiores e menos 
solúveis comparados com os obtidos em HA biológica (Bohner, 2000). 
A hidroxiapatita pode ser obtida por desproteinização do tecido ósseo 
(Park, J., 1984) ou por tratamento hidrotérmico de corais (White, R.A. & Shors, 
E. C., 1986). Pode ser obtida também por processos sintéticos tais como, 
precipitação a partir de soluções aquosas de PO4
-3, na forma de NH4H2PO4, 
(NH4)2HPO4 ou H3PO4 e Ca
+2 na forma de CaCO3, CaCl2 e Ca(NO3)2. A HA 
obtida por este método pode conter quantidades diferentes de OH- e também 
ocorrer a substituição do íon cálcio por íons estranhos presentes nas soluções 
aquosas. No método de reação no estado sólido a HA é preparada por um 
tratamento térmico (900 – 1300°C por 1 a 24 horas) de uma mistura 
estequiométrica de fosfato tricálcio (β-TCP) ou CA2P2O7 ou DCPD com CaO 
na presença de pressão de vapor. Métodos convencionais em solução incluem 
a mistura de soluções aquosas de Ca(NO3)2 e NH4H2PO4 sob condições 
alcalinas. A Figura 3 ilustra algumas das possibilidades do uso da hidroxiapatita 





Figura 3: Aplicações da hidroxiapatita no corpo humano. (Vaz, 2007). 
 
A superfície da hidroxiapatita permite a interação de ligações do tipo 
dipolo, fazendo que moléculas de água, proteínas e colágeno sejam adsorvidas 
na superfície induzindo, assim, a regeneração tecidual (Ribeiro, 2009). Defeitos 
e doenças do tecido ósseo como, osteoporose, osteoartrite e má formação são 
apenas alguns de muitos problemas que acometem o tecido e para serem 
regenerados dependem dos biomateriais. Biomateriais sintéticos para o reparo 
tecidual apresentam-se em íntimo contato físico e biológico com os tecidos 
vivos, necessitando dessa forma manter uma ligação efetiva com o tecido 
hospedeiro. Cerâmicas bioativas como: β- fosfato tricálcico e hidroxiapatita 
sinterizados, e as vitrocerâmicas, são os únicos materiais que levam a uma 
integração entre tecido e material in situ.(Hench, 1991; Kokubo, T; Kim. H.M.; 
Kawashita, 2003) 
A hidroxiapatita sintética possui propriedades de osteointegração o que 
a torna substituta do osso humano em implantes dentários. Considerados 
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materiais osteocondutores servem de meio para reorganização e crescimento 
ósseo, conduzindo a regeneração tecidual. O termo osteocondução aplica-se 
ao processo tridimensional observado quando estruturas porosas são 
implantadas no osso ou adjacências. (Mavropoulos, 1999). 
Dentre outras aplicações da HA, algumas são focadas principalmente 
em situações em que há a necessidade de um aumento ósseo (reconstruções 
maxilo-faciais ou aplicações dentárias). Nestas situações a HA atua como 
suporte, promovendo o rápido preenchimento das cavidades com um novo 
osso fazendo parte da estrutura óssea originada e reduzindo 
consideravelmente os tempos de recuperação quando comparados a situações 
nas quais não é usada como preenchimento ósseo. São utilizadas também no 
preenchimento de defeitos ósseos resultantes da remoção de vastas áreas de 
osso (remoção de câncer ósseo e defeitos decorrentes de traumas ou 
acidentes). No tratamento de tumores ósseos, a hidroxiapatita vem sendo 
utilizada como suporte de ação prolongada associada a fármacos 
anticancerígenos. Essa união permite que o tratamento da doença seja 
realizado com a liberação gradual dos fármacos in situ. Sob este aspecto essa 
técnica é atrativa, pois combina o tratamento do tumor com a substituição do 
osso doente.(Andrade, 2013) 
2.3.4 Biomateriais poliméricos 
Os polímeros podem ser de origem natural ou sintética, e sua principal 
característica é a biodegradabilidade. Os polímeros de origem natural utilizados 
como arcabouços proporcionam uma melhor biocompatibilidade e 
biodegradabilidade. Por exemplo, a quitosana, alginato e colágeno, apresentam 
uma estrutura semelhante à matriz extracelular do tecido a se regenerar, 
evitando inflamação crônica ou reação imunológica e toxicidade, geralmente 
detectadas em alguns polímeros sintéticos. Alguns dos biomateriais poliméricos 
utilizados para reparação e regeneração do tecido ósseo são: PMMA, PLA,  
PGA, PLGA, PE e quitosana, sendo este último utilizado para regeneração e os 




Os polímeros de origem sintética não representam as características e 
comportamento da matriz extracelular, mas a sua grande vantagem é a 
possibilidade de serem facilmente fabricados em massa e as suas 
propriedades, taxa de degradação e comportamento mecânico podem ser 
adaptados para aplicações especificas (Fontes, 2010). 
O principal componente da matriz extracelular das células são 
biopolímeros, mais precisamente o colágeno, que existe de forma geral na 
forma de fibras e fibrilas. O principal objetivo no desenvolvimento de 
arcabouços para a engenharia de tecidos é projetar e fabricar um arcabouço 
poroso, composto de um polímero biodegradável, que permita reproduzir a 
matriz extracelular, dando suporte necessário para a organização celular. 
Polímeros naturais podem simular muitas funções da matriz extracelular e 
podem influenciar diretamente na migração e organização das células durante 
a regeneração do tecido (Ma, 2008). 
2.3.4.1 Quitosana 
Inserido na vasta área dos biopolímeros, a quitosana é um material, com 
características tecnológicas e econômicas relevantes, possuindo propriedades 
biológicas adequadas como: biocompatibilidade, bioatividade e 
biodegradabilidade, além de ser atóxico e produzido por fontes naturais e 
renováveis. A biodegradabilidade é devido à metabolização da quitosana por 
algumas enzimas humanas, como por exemplo, a lisozima. Essa propriedade 
condiz com um dos requisitos primários de um processo de biodegradação, 
que é ser susceptível a uma reação de hidrólise enzimática (Campana; Signini, 
2001; Triplett et al., 2001; Senel; Mcclure, 2004; Bettini et al., 2008). 
A quitosana foi descoberta em 1859 por Rouget, quando do contato da 
quitina com uma solução de hidróxido de potássio em ebulição (Dallan, 2005). 
É um polissacarídeo formado por uma cadeia linear, composto por unidades 
repetitivas do tipo β (1→4) 2-amino-2-deoxi-D-glucosamina e β (1→4) 2-
acetamido-2-deoxi-D-glucosamina (Figura 4), sendo encontrada na natureza 
em pequenas quantidades em muitos tipos de fungos, compõe-se de dois tipos 
de estruturas unidades distribuídas aleatoriamente (distribuição Bernoulli) ao 
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longo da cadeia: N-acetil-D-glucosamina (A) e Dglucosamine (D), ligadas entre 
si por ligações β do tipo glicosídicas (1 → 4) . Na sua forma semicristalina, CS 
é normalmente insolúvel em soluções aquosas neutras, mas solúvel em 
soluções ácidas diluídas (pH<6,0), onde os íons H+livres no sistema se ligam 
ao grupo amino (- NH2)deixando os protonados, fazendo com as ligações inter 
e intramoleculares sejam diminuídas. Este fenômeno que possibilita a 
solubilização da quitosana. Deste modo, o conhecimento preciso do teor de 
grupos (–NH2) é um fator de muita importância e que poderá condicionar a 
utilização da quitosana nas suas diferentes aplicações (Netoet al, 2008; ASSIS 
etal, 2008; Dallan, 2005). 
 
Figura 4: Estrutura química da quitosana. A) N-acetyl-D-glucosamine, D) N-D-
glucosamine (PENICHE et al, 2010). 
É produzida através da desacetilação alcalina da quitina. Neste 
processo, ocorre a quebra das ligações N-acetil da quitina, promovendo a 
formação deD-glicosamina, que contém um grupo amino livre, como ilustrado 
na Figura 5. O grau de desacetilação (GD) é o parâmetro que indicaa 
quantidade de grupos amina livre ao longo da cadeia de quitosana, se o GD for 
maior que 50 %, a quitina passa a ser solúvel em meio ácido e o polímero 
passa a ser denominado quitosana.(Dallan, 2005). A quitosana exibe uma 
variedade de propriedades físico-químicas e biológicas dependentes da massa 
molar e GD. A massa molar da quitosana comercial pode variar entre 10,000- 2 
milhões Dalton (Da), e o GD usualmente encontra-se numa faixa entre 66-95 
%. Esses valores da massa molar e GD podem sofrer alteração através de 
mudanças nas condições de reação durante a produção da quitosana. (Sonia e 
Sharma, 2011) Outra opção de produção industrial de quitosana se faz através 
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da desacetilação microbiológica, utilizando-se enzimas especificas ou 
microrganismos. (Dallan, 2005) 
 
Figura 5: Diagrama ilustrando a obtenção da quitosana(BATTISTI et al, 2008.) 
Adaptado. 
Estruturalmente, quitina e quitosana são polímeros rígidos fortemente 
interligados por ligações de hidrogênio que contribuem para o caráter 
semicristalino do polímero além de fazer com que se decomponha a partir de 
300ºC e não possuam ponto de fusão. A interação com solventes polares é 
fortemente induzida pelos dipolos OH e NH permanentes da molécula (Dallan, 
2005). Um fator importante na determinação das propriedades físico-químicas 
das superfícies de um polímero, energia livre, estado químico, rugosidade e 
molhabilidade é a sua cristalinidade, pois influencia na resposta celular e 
consequentemente aplicação do material.  
As aplicações dadas aos biomateriais obtidos a partir da quitosana têm 
evoluído muito nas últimas três décadas, e vão desde o simples uso como 
excipientes para a indústria farmacêutica até avançadas aplicações na área de 
engenharia tecidual, podendo ser permeados por células, atuando como 
moldes para a formação de estruturas biológicas complexas. Testes clínicos 
foram realizados a fim de verificar que biomateriais baseados em quitosana 
não demonstram qualquer inflamação ou reação alérgica seguida de 
implantação, injeção, aplicação tópica ou ingestão no corpo humano (Neto et 
al, 2008; Khor & Lima, 2003). 
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No que se refere às aplicações biomédicas, a quitosana conjuga as 
propriedades de biodegradabilidade, biocompatibilidade e bioatividade, com 
propriedades de adsorção, permitindo que seja utilizada até mesmo em 
terapias genéticas, no tratamento de reações imunológicas ou alérgicas, 
através da adsorção de partículas de quitosana carreando fragmentos de 
genes através da parede intestinal, inativando alérgenos de origem 
alimentar.Biomateriais à base de quitosana tiveram utilização sugerida como 
bioadesivo, agente cicatrizador, agente antimicrobiano, material de bandagem, 
molde para enxerto de pele, agente hemostático, material para sutura e para 
lentes de contato, na forma de filmes, géis, cápsulas, micro cápsulas ou 
soluções (Netoet al, 2008). 
Devido às propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade, 
este polímero, na forma de compósito pode atuar como material substituto 
ósseo que, ao longo do tempo, vai sendo substituído por osso natural. 
Polímeros de quitosana são constituídos por arranjos paralelos de pontes de 
hidrogênio que conferem melhores propriedades mecânicas, com alta 
resistência a cargas, bem como estabilidade ao enxerto, características 
extremamente importantes especialmente nosestágios iniciais de formação 
óssea. Ao associarmos as características que fazem da quitosana um potencial 
agente liberador dedrogas e aquelas relacionadas às suas propriedades 
reparadoras teciduais, idealizamos os biomateriais dela obtidos no campo da 
engenharia tecidual. Materiais capazes de carrear fatores de crescimento, e 
que sejam biocompatíveis e biodegradáveis como a quitosana, surgem como 
grande interesse de pesquisas nessa área (Neto at al, 2008; 
Muzzarelli&Muzzarelli,2002). 
Vários estudos relatam a combinação de quitosana com uma grande 
variedade de materiais, no nosso grupo de pesquisa CERTBIO, há diversos 
trabalhos com diferentes aplicações e combinações deste material (Fidéles, 
2010); (Fidéles, 2014); (Cardoso, 2012); (Leal, 2012); (Fook, 2010); Almeida, 
2013); (Nascimento, 2014); (Oliveira, 2014); (Silva, 2014). Quitina e quitosana 
apresentam propriedades mecânicas inerentemente reduzidas, dependendo do 
campo de aplicação. E, por essa razão, a quitina pode ser utilizada como 
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substituto ósseo para reparo e reconstrução óssea apenas com adição de 
biomateriais tais como, hidroxiapatita( HA), vitrocerâmica bioativa, etc, com 
intuito de melhorar sua propriedade mecânica; a quitosana é um polímero que 
pode oferecer grandes vantagens quando utilizado com fosfatos de cálcio, por 
suas propriedades granulares, produzindo um arcabouço moldável e 
endurecido. (Chow, 2009).  
2.3.5 Gelatina 
A gelatina é uma proteína derivada da hidrólise parcial do colágeno 
animal, contido em ossos e peles, principalmente de suínos e bovinos. 
Gelatinas obtidas por tratamento ácido são designadas do tipo A, enquanto que 
as do tipo B são as obtidas por tratamento alcalino. O processo produtivo de 
obtenção da gelatina consiste de três etapas: tratamento da matéria-prima, 
extração da gelatina e purificação/secagem (SILVA et al., 2011). Sua estrutura 
química está ilustrada na Figura 6. 
 
Figura 6: Fórmula estrutural da molécula de gelatina(PEÑA et al., 2010.) 
 
A gelatina é um biopolímero, biocompatível, biodegradável, e solúvel em 
pH fisiológico à temperatura ambiente, o que a torna ideal para aplicações 
farmacêuticas. Na construção de biomateriais a gelatina tem sido preferida em 
relação ao colágeno, pois por ser desnaturada tem mais baixa antigenicidade. 
Além disso, gelatina é muito mais viável economicamente que o colágeno 
(Lien, Li e Huang, 2008). Mediante isto, suportes porosos a base de gelatina 
estão sendo desenvolvido para aplicações em diferentes áreas da engenharia 
43 
 
de tecidos (Liuet al., 2009); (Wuet al., 2010);(Peteret al., 2010); (Wang et al., 
2009). 
2.3.6 Compósitos 
Os materiais do tipo compósitos consistem na combinação de diferentes 
materiais, com o propósito de aumentar propriedades mecânicas e físico-
químicas.  
Devidas às limitações próprias de cada um dos biomateriais, tem sido 
investigada a combinação de materiais de diferentes características na 
construção de estruturas tridimensionais. Por exemplo, a combinação de 
fosfatos de cálcio com polímeros combina boas propriedades mecânicas com 
boa biocompatibilidade das estruturas tridimensionais. Para a construção de 
estruturas tridimensionais para a regeneração de tecidos ósseos, destacam-se 
os compósitos de PCL-HA e PGA–HAe CS-HA. (Pathirajaet al, 2003). 
A incorporação de fosfato de cálcio numa matriz polimérica tem 
contribuído para a obtenção de compósitos que combinam a flexibilidade dos 
polímeros com a resistência, a dureza e a bioatividade da fase inorgânica. Tais 
características garantem uma maior estabilidade ao material quando em 
contato com o plasma humano, além de desenvolver uma maior interação com 
o tecido ósseo (Araújo Júnior, 2005). Polímeros biodegradáveis e cerâmicas 
bioativas são combinados numa grande variedade de materiais compósitos 
para serem usados na substituição e regeneração do tecido ósseo (Zioupos, 
Barbenel, Fisher, 1992; Rezwan, Chen, Blaker et al., 2006). 
Pesquisadores como Van & Quoc, 2014; Lijun et al., 2006; Andrade et 
al., 2012; Munhoz, 2013; Peniche, 2010 E Solís, 2012; destacam o papel 
significativo em muitas aplicações da engenharia de tecidos a partir da 
combinação destes materiais, tendo em vista que são passiveis de adaptação e 
melhoramento de suas propriedades, sejam ela  biológicas, físicas, químicas 
ou  mecânicas.Torna-se de relevante importância o desenvolvimento de 
biocompósitos para reconstrução do tecido ósseo, que possa atender a 
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crescente demanda desses materiais nas aplicações biológicas das 
diversificadas áreas da saúde. 
No caso do presente trabalho que têm como matéria principal a 
quitosana é necessário combina-la a outro material, tendo em vista que a 
quitosana é flexível, mas não possuí característica mecânica capaz de suportar 
as cargas de forma semelhante ao osso natural, sendo assim, a adição de 
materiais cerâmicos melhora sua capacidade de contribuir no reparo de 
defeitos ósseos. Neste sentido, os materiais de fosfato de cálcio são 
osteocondutores, alguns osteoindutores, e mimetizam a porção inorgânica do 
osso natural, justificando a associação da quitosana e hidroxiapatita no sentido 
de proporcionar características estruturais e funcionais mais próximas do tecido 
ósseo. 
2.3.7 Agregação de Partículas 
Atualmente vários métodos para fabricação de estruturas tridimensionais 
vêm sendo desenvolvidos, por exemplo: formação de espuma, impressão 
tridimensional (3D), separação de fases, emulsão, freeze-drying, 
eletrospinning, agregação das partículas, etc. (Miranda et al., 2011; Malafaya et 
al., 2005).  
Dentre os citados, o método de agregação de partículas vem chamando 
atenção de recentes pesquisas. 
Em nosso grupo de pesquisa CERTBIO, o método de agregação de 
partículas foi pioneiramente utilizado por Fidéles, 2014. Este método consiste 
geralmente no empacotamento aleatório de esferas seguindo por agregação 
por meios físicos, químicos ou térmicos para criar uma estrutura porosa 
tridimensional. 
Este tipo de estrutura tridimensional pode exibir propriedades muito 
promissoras, de acordo com os materiais utilizados, condições de 
processamento e interconectividade entre os poros. Além disso, as 
propriedades mecânicas podem ser melhoradas com a incorporação de uma 
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fase de reforço (cerâmicas), o que os torna atrativos para engenharia de 
tecidos e sistemas de liberação controlada de fármaco. (Mirandaet al., 2011; 
Malafayaet al., 2005) 
3 MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 Local da Pesquisa 
A pesquisa foi desenvolvida no Laboratório de Avaliação e 
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste- CERTBIO, localizado na 
Universidade Federal de Campina Grande – UFCG.  
3.2 Reagentes 
 Quitosana em pó;(Sigma Aldrich)® (75- 85 % G.D.) 
 Ácido acético glacial P.A.; (Vetec)® 
 Hidróxido de Sódio P.A.; (Sigma Aldrich)® 
 Tripolifosfato de Sódio - TPP (Sigma Aldrich)® 
 Tampão Fosfato Salino - PBS P.A.; (Sigma Aldrich)® 
 Acetato de Cálcio (Sigma Aldrich)® 
 Fosfato de Sódio (Sigma Aldrich)® 
 Gelatina (Sigma Aldrich)® 
Todos os reagentes foram utilizados conforme foram fornecidos, sem que haja 
nenhuma etapa de purificação ou modificação.  
 
3.3 Etapas de desenvolvimento da pesquisa 
A pesquisa foi realizada em duas etapas: 
I - Etapa de obtenção das esferas de quitosana-hidroxiapatita (CS/HA), 
por dois métodos: 
1- Gotejamento em Tripolifosfato de Sódio (TPP). 




II – Etapa de obtenção das estruturas tridimensionais de quitosana-
gelatina-hidroxiapatita (CS/GL/HA) 
As Figuras 7 e 8 ilustram os fluxogramas das metodologias utilizadas para 
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Solução de dihidrogênio fosfato de sódio 
(NaH2PO4) (25% m/v). 




3.4 Procedimento experimental 
3.4.1 Preparação das soluções de quitosana 
O método de preparação das soluções de quitosana foi o mesmo para 
as duas etapas. A quitosana em pó foi dissolvida em uma solução de ácido 
acético (1% v/v), empregando uma relação entre a massa de quitosana e o 
volume de solução a ser utilizado (2% m/v). Na Figura 9 observa-se a etapa de 
preparação da solução de quitosana. 
Preparação dos Estruturas 
tridimensionais 
Adição da Gelatina (5%m/v) Resfriamento (-18°C) Liofilização (48 horas) 
Caracterizações 
Porosidade (%) 
Grau de Intumescimento 
Propriedades Mecânicas 




Figura 9: Preparação da Solução de Quitosana 
3.4.2 Etapa I 
3.4.2.1 Obtenção das esferas de quitosana-hidroxiapatita (CS/HA). 
Foram precipitadas diferentes quantidades de hidrogênio fosfato de 
cálcio (CaHPO4) na solução de quitosana, segundo a equação 1 (Moré, 2014). 
Equação 1: Reação para formação de Hidrogênio Fosfato de Cálcio. 
3(aq)3(aq)(s)244(aq)22(aq)3 NaOCOCHHOCOCHO.2HCaHPOPONaHCOO)Ca(CH 
 
Os volumes empregados das soluções de acetato de cálcio e de 
dihidrogênio fosfato de sódio são mostrados na Tabela 2, e foram calculados 
segundo as Eqs. 1 e 2 para a obtenção de 3 conteúdos diferentes 
dehidroxiapatita no compósito: 20, 50 e 70 % m/v, e os compósitos resultantes 
foram denominados CS-HA20%, CS-HA50%, CS-HA70%, respectivamente. 
Tabela 2: Volumes empregados das soluções de quitosana (2% m/v), acetato de cálcio 











100 ml 3,0 ml 2,3 ml 
50 100 ml 12,0 ml 9,0 ml 




Para isso, a 100 mL de solução de quitosana (2% m/v) foi adicionado um 
volume de solução de acetato de cálcio (Ca(C2H3COO)2) (25% m/v) e 
seguidamente, aos poucos, outro de dihidrogênio fosfato de sódio (NaH2PO4) 
(25% m/v), e mantido sob agitação mecânica. (Figura 10). 
 
Figura 10: Etapa para formação de hidrogênio fosfato de cálcio (CaHPO4). 
 
Em seguida foram formadas as esferas de CS-HA segundo o seguinte 
procedimento: 
A solução de CS resultante contendo o precipitado de CaHPO4 foi 
gotejada através de uma agulha hipodérmica (21-G) para dentro de uma 
solução, como especificado na Tabela 3,com pH 8-9 (ajustado com solução de 
NaOH 5% m/v), como mostrado na Figura 11. O fluxo do gotejamento foi 
controlado para 1mL/min com auxílio da bomba de infusão. Este método de 
obtenção das esferas, chamado de gelificação ionotrópica, foi baseado e 




Figura 11: Representação Esquemática da produção das esferas 
As esferas formadas foram mantidas na solução (Tabela 3) por mais 72 
horas a temperatura ambiente sob agitação constante, para completar a 
reticulação da quitosana e converter o CaHPO4 em HA segundo a equação 2 
(MORÉ, 2014). No segundo método, após as 72 horas as esferas foram 
mantidas por mais 24 horas em uma solução de tripolifosfato de sódio 
(Na5P3O10), TPP, (5%m/v). 
Equação 2: Reação de conversão do Hidrogênio Fosfato de Cálcio em Hidroxiapatita. 
O23H  HPONa3OH )PO(HPOCaNaOH6  O2H9CaHPO 2425449 (aq)24   
Tabela 3: Solução do gotejamento para os dois métodos 
 Método 1 Método 2 
 500 ml 500 ml 
Solução do 
Gotejamento 
TPP (5%m/v) Fosfato de Sódio 
 
No segundo método, não foi possível aplicar a metodologia para o 
compósito CS-HA70%, pois não houve formação das esferas, deste modo o 
gotejamento foi realizado em uma solução de metanol (NaOH) a 10% m/V, com 
pH 13, e posteriormente mantidas em agitação magnética na solução de 
fosfato de sódio por um período de 72 horas.  
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As esferas obtidas foram separadas por filtração elavadas com uma 
solução de PBS (pH 7,4) para ser retirado o excesso deTPP e NaOH.  
Seguidamente refrigeradas por um período de 24 horas e então liofilizadas. 
 
3.4.3 Etapa II 
3.4.4 Obtenção das estruturas tridimensionais de quitosana-gelatina-
hidroxiapatita (CS/GL/HA). 
Foi preparada uma solução de gelatina 5% (m/v) através da dissolução 
em água destilada, sob agitação magnética e aquecimento em temperatura de 
60°C até dissolução. (Figura 12) 
 
Figura 12: Preparação da Solução de Gelatina 
As esferas de CS-HA (15 ml) foram colocadas em um tubo Falcon (50 
ml) e a solução de gelatina (2 ml) foi adicionada aos poucos até ocupar o 
espaço entre as esferas e recobri-las totalmente, com o intuito de promover 
maior adesão entre as partículas, e assim, formar as estruturas tridimensionais. 
Após a adição da solução de gelatina, os tubos foram refrigerados (-18°C) por 
24 horas e posteriormente liofilizados por 48 horas, ocorrendo assim, a 
formação das estruturas tridimensionais, através do método da agregação de 
partículas. A seguir, na Figura 13, ilustra-se a esquematização do processo 










3.5.1 Normas Utilizadas 
Para obtenção das estruturas tridimensionais e realização das 
caracterizações foram utilizadas as seguintes normas: 
 ASTM F2150 – 13: Standard Guide for Characterization and Testing of 
Biomaterial Scaffolds Used in Tissue-Engineered Medical Products; 
 
 ASTM F2450 – 10: Standard Guide for Assessing Microstructure of 
Polymeric Scaffolds for Use in Tissue Engineered Medical Products; 
 
 ASTM D570 – 98(2010)e1 : Standard Test Method for Water Absorption 
of Plastics; 
 





 ASTM D1621 - 10 : Standard Test Method for Compressive Properties 
Of Rigid Cellular Plastics; 
 
 ISO/TS 10993-19:2006: Biological evaluation of medical devices -- Part 
19: Physico-chemical, morphological and topographical characterization 
of materials 
 
3.5.2 Caracterização das Esferas 
As esferas de CS-HA foram caracterizadas através das técnicas de 
Microscopia Ótica (MO), Difração de Raios X (DRX), Análise 
Termogravimétrica, Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) e 
Espectroscopia de Infravermelho (IV). 
3.5.2.1 Microscopia Ótica (MO) 
A microscopia óptica, ou de luz, permite que enxerguemos estruturas de 
observação impossível a olho nu, através da incidência de luz, e de lentes 
objetivas que promovem um aumento de até 3500x. 
Neste trabalho, a caracterização por Microscopia ótica, para avaliação 
da morfologia das esferas, foi realizada em um Microscópio Óptico Hirox- KH 
7700 de reflexão e transmissão, pois possuí profundidade de campo extendida 
com medições 2D e 3D, este tipo de microscópio, além de ampliar as 
estruturas, pode fazê-lo capturando imagens tridimensionais de estrutura 
interna do material, estando acoplado a uma estação de Análise de Imagens.  
Para a aplicação desta técnica, foram utilizados aumentos que variaram de 20x 
até 100x, como também através do software 2D_MEASURE foi realizado a 
medição do tamanho dos diâmetros das esferas, com uma amostragem de 20 




3.5.2.2 Difração de Raios X (DRX) 
O princípio da técnica de difração de raios X- DRX consiste na interação 
de dois feixes de raios X coerentes, ou seja, procedentes de uma fonte, que 
incide sobre a amostra. Devido à proximidade do comprimento de onda de 
raios X e as distâncias interplanares de um cristal, este último atua como grade 
de difração. Dependendo do ângulo de incidência, diferentes planos refletem os 
raios iniciais que já tem uma diferença de fase. Estes dois feixes refletidos 
permitem caracterizar a distância interplanar e, como os planos são 
numerosos, o quadro total vai caracterizar a estrutura cristalina do composto. 
Estes dados permitem computar os parâmetros da rede cristalina e identificar o 
composto através de uma base de dados. Essa técnica é às vezes chamada de 
difratometria de pó, já que não precisa de monocristais para o refinamento da 
estrutura, mas apenas o produto triturado (ANDRADE, 2013). 
A identificação da fase e cristalinidade dos materiais obtidos em pó foi 
verificada por um DRX em difratômetro XRD-7000 Shimadzu 
(CERTBIO/UFCG), utilizando radiação Kα do cobre (1,5418 Å), com varredura 
angular de 2°<2Ɵ<60°, tensão 40 kV e corrente 30mA. 
3.5.2.3 Análise Termogravimétrica (TG) 
A análise termogravimétrica é uma técnica de análise instrumental que 
mede a variação de massa da amostra em relação à temperatura e/ou tempo 
enquanto é submetido a uma programação controlada (ICTA, 1977). Esta 
técnica possibilita conhecer a faixa de temperatura em que a amostra adquire 
uma composição química fixa, a temperatura em que se decompõe e o 
andamento das reações de desidratação, oxidação, combustão, decomposição 
etc. 
As curvas termogravimétricas (TG) foram obtidas por meio de uma 
termobalança Perkin Elmer®, modelo Pyris 1 TGA (CERTBIO/UFCG), em 
atmosfera de nitrogênio, com fluxo de 20 mL/min-1, com uma faixa de 
temperatura de 25 a 900°C sob a  razão de aquecimento de 10°C/min-1. Foram 
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utilizadas amostras com massa de 5,00 ±0,05 mg, acondicionadas em cadinho 
de alumina.  
3.5.2.4 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de 
raios X por Energia Dispersiva (EDS). 
A Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) é a técnica de 
caracterização microestrutural mais versátil disponível hoje, contando 
aplicações em diversos campos do conhecimento, mais particularmente na 
engenharia de ciências de materiais. A interação de um fino feixe de elétrons 
focalizado é capaz de produzir imagens de alta resolução e ampliação, gerano 
uma série de sinais que podem ser utilizados para caracterizar importantes 
propriedades das amostras, tais como composição, superfície topográfica e 
cristalografia (RATNER et al., 2004).  
No MEV os sinais de maior interesse, usualmente, referem-se às 
imagens de elétrons secundários (Secondary Electrons- SE) e de elétrons 
retroespalhados (Backscattering Electrons – BSE). Neste último os elementos 
químicos com o maior número atômico (mais pesados) espalham mais elétrons 
e aparecem mais brilhantes nas imagens e por isso são usados na detecção de 
contraste entre diferentes composições químicas. Há ainda a utilização de 
microssondas eletrônicas, conhecidos como espectrômetros de energia 
dispersiva de raios X (Energy Dispersive X-ray Spectroscopy – EDS) que 
complementam a caracterização microscópica dos materiais. Esses detectores 
de EDS podem ser acoplados na câmara de vácuo dos microscópios para 
analisar o sinal correspondente aos raios X característicos, resultante do 
bombardeamento do feixe de elétrons sobre a amostra, permitindo uma análise 
semi-quantitativa e pontual dos elementos químicos (EDS-spot) bem como a 
distribuição espacial dos elementos sobre um microvolume (EDS-mapping) 
(Goldstein, 2003). 
A morfologia das esferas e a análise quantitativa da composição química 
da amostra foram analisadas a partir do equipamento MEV, PRO X Phenon, 
com aumento de até 40000 x, profundidade de foco de 1 mm, resolução de 30 
nm, e tensão de 15 kV, baixo vácuo e pressão variada (1 à 270Pa).  
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As imagens foram realizadas utilizando aumentos de 150x, 250x e 500x, 
1000x e 8000x. 
3.5.2.5 Espectroscopia de Infravermelho (IV) 
A espectroscopia de infravermelho é uma técnica instrumental rápida e 
simples que depende da interação das moléculas ou átomos com a radiação 
eletromagnética evidenciando a presença de grupos funcionais. A radiação 
infravermelha causa aumento da amplitude de vibrações das ligações 
covalentes entres os átomo e grupos funcionais de compostos orgânicos e de 
insaturações. Nos compostos orgânicos os grupos funcionais possuem átomos 
ligados por arranjos específicos, então a absorção de energia IV por uma 
molécula orgânica ocorrerá de modo característico destes grupos funcionais, 
específicos daquela molécula. Na espectroscopia IV, um feixe de radiação 
passa através da amostra e a radiação que é transmitida pela amostra é 
comparada com um feixe de referência. Os compostos absorvem a energia IV 
em regiões particulares do espectro, as quais são quantificadas. As frequências 
absorvidas pela amostra serão evidenciadas pela diferença entre os eixos. O 
espectrômetro registra os resultados na forma de gráfico, mostrando a 
absorbância versus a frequência ou comprimento de onda. (Cho, No, Meyrs, 
1998; Muzzarelli, 2002; Rocchetti 1986;) 
As análises IV foram realizadas no espectrômetro de infravermelho com 
transformada de Fourier, FTIR, em um espectrofotômetro Spectrum 400 Perkin 
Elmer FTIR/FTNIR Spectrometer (CERTBIO/UFCG). As amostras foram 
obtidas em forma de pó, a partir da maceração das esferas. Os espectros 
foram obtidos no modo absorbância na faixa de 4000 a 600 cm-1, com 
resolução de 4 cm-1. 
3.5.3 Caracterização dos estruturas tridimensionais 
As estruturas tridimensionais foram caracterizadas em aspecto físico-
químico a partir dos ensaios de Porosidade (%), Ensaio de Grau de 
Intumescimento (%GI), como também comportamento mecânico por meio do 
Ensaio de Compressão.  
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3.5.3.1 Porosidade (%) 
A porosidade das estruturas tridimensionais é importante para avaliar 
suas propriedades, e vários autores vem ressaltando essa importância bem 
como diferentes métodos de avaliação. Neste trabalho, tomou-se por base o 
método realizado por Oliveira (2015), que segue o principio de Arquimides, em 
que a porosidade das estruturas tridimensionais é medida pelo deslocamento 
de líquido. Para a realização do ensaio e obtenção da porosidade, as amostras 
foram realizadas em quintuplicata e obteve-se uma média ponderada com os 
resultados obtidos, para isso, primeiramente obteve-se o volume (V0) e 
pesagem (W0) da amostra seca. Em seguida, a amostra foi imersa em etanol (  
= 0,789 g/cm3), por 5 minutos, até ser saturado através da absorção do etanol. 
Posteriormente, a amostra foi retirada e pesada novamente (W1). De acordo 
com a Equação 3: 
Equação 3: Porosidade (%) 
           ( )   
     
(   )
      
Onde: 
W0 = Peso das amostras secas 
W1= Peso das amostras após 5 minutos imersas no etanol 
V0= Volume das amostras secas 
ᵖ = Densidade do etanol. 
 
3.5.3.2 Grau de Intumescimento (%GI) 
A avaliação do Grau de Intumescimento (%GI), também conhecido como 
Ensaio de absorção, é aplicado com o intuito de investigar o comportamento do 
material durante a imersão e permanência em soluções aquosas de 
concentração similar ao plasma sanguíneo. 
O Grau de Intumenscimento foi obtido por meio da imersão das 
estruturas tridimensionais em solução tampão PBS com pH 7,4. As amostras 
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foram realizadas em quadruplicata, sendo pesadas em balança analítica e 
submersas em solução de PBS mantidas à temperatura ambiente durante 
diferentes períodos detempos (t) sendo eles: 60, 180, 360, 480 e 540 minutos. 
Após cada período as amostras intumescidas foram retiradas da solução de 
PBS e, no intuito de eliminar o excesso da solução, as amostras foram 
colocadas rapidamente sobre papel filtro e pesadas em balança analítica.  A 
metodologia utilizada para avaliação do GI é descrita por Watrtanunchaiya & 
Changkowchai 2014, sendo adaptada para períodos de avaliação diferente.  O 
% GI de cada amostra no tempo t,foi calculado, de acordo com aseguindo a 
Equação 4. 
Equação 4: Grau de Intumenscimento 
   ( )  
     
  
       
Onde: 
Wt : Peso úmido da amostra retirado da solução de PBS no tempo t 
Wo : Peso inicial da amostra 
 
3.5.3.3 Resistência à Compressão 
Por apresentar estrutura porosa, foi escolhido ensaio mecânico de 
compressão como forma de verificação de possíveis diferenças entre as 
diferentes amostras estudadas. Em decorrência da ausência de uma norma 
especifica para o ensaio de compressão em estruturas tridimensionais como os 
desenvolvidos na pesquisa, optou-se por adaptar da norma ASTM D695 
(Standard Test Method for Compressive Properties of Rigid Plastics), utilizada 
por Fontes (2010), Mendonça et al(2012), Lemos et al (2012), Silva (2015) e  
Oliveira (2015) e atribuindo valores específicos para diâmetro das amostras e 
condição do ensaio.  
As amostras das estruturas tridimensionais de quitosana-hidroxiapatita 
(CS-HA20% e CS HA50%) via seca e por via úmida com diferentes tempos de 
imersão em PBS (1, 3 e 6 horas) foram ensaiadas, obtendo o limite máximo de 
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resistência e o percentual de deformação máxima. Os testes de compressão 
pela ação de uma carga axial compressiva foi realizado em uma máquina 
transversal universal INSTRON 3366, com uma célula de carga de 500N, 
velocidade de 1,3 mm/min e com as matrizes cilíndricas com dimensões de 
20mm de diâmetro e 3 mm de altura.  A resistência a compressão foi calculada 
a partir da divisão entre a tensão máxima e a área original. O ensaio foi 
realizado em triplicata contendo três amostras de cada composição,  e o valor 
médio do Módulo de Young com seu respectivo desvio foi calculado para 10% 
de deformação. 
De acordo com a Figura 14, é possível observar a região elástica linear, 
com um módulo (E) até ao seu limite elástico, no ponto em que as arestas do 
sólido celular deformam plasticamente, ou fraturam. Na região seguinte a 
estrutura continua a entrar em colapso com uma tensão quase constante 
(“tensão platô”) até que os lados opostos dos poros colidam. A última região é 
caracterizada pelo aumento acentuado da tensão (“região de densificação”), 
onde os poros são completamente colapsados (ASHBY, 2006). 
 
 





4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1 Etapa I 
Esta etapa de pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de avaliar a 
geração da hidroxiapatita in situ no processo de fabricação das esferas.  
Entretanto, com o desenvolver das caracterizações, foi possível observar pela 
técnica de Difração de Raios X (DRX) que não foi possível obtermos a fase 
esperada de hidroxiapatita.  
4.1.1 Difração de Raios X (DRX) 
Nos difratogramas de raios X das esferas de CS-HA com CS-HA20% e 
CS-HA50% só foi possível identificar regiões de difração características da 
quitosana, já na composição CS-HA70% foram observados picos 
correspondentes a outras fases cristalinas além das bandas correspondentes a 
CS. Na Figura 15 são mostrados os difratogramas correspondentes as esferas 
de CS-HA20% e CS-HA70%. O parâmetro principal que determina as 
propriedades da quitosana, além da massa molecular e grau de desacetilação 
é a cristalinidade do polímero. (Modrzejewksa, 2006). De acordo com Luyen e 
Huong, 1996 a quitosana pode apresentar três morfismos diferentes: não-
cristalina, cristalina hidratada e cristalina anidra, que podem ser identificados 
por difração de raios X. A forma hidratada de quitosana revela um pico agudo 
no ângulo 2θ = 10,4° e um pico fraco em 2θ = 20-22°. A forma anidro, é 
caracterizada por um pico principal agudo em 2θ = 15° e um adicional no 
ângulo 2θ = 20°e, a forma amorfa possuí apenas um pico agudo em 2θ = 20°. 




Figura 15:Difratograma de Raio X das Esferas de Quitosana/Hidroxiapatita, CS-HA 
(20,70%). 
 
No difratograma para a composição CS-HA20%, pode-se observar uma 
banda larga e assimétrica, com picos sobrepostos em 2θ = 20.321°,21.307°e 
23.920° que  corresponde aos principais picos de difração da CS como relatado 
na JCPDS arquivo N°. 039-1894. A sobreposição dos picos característicos que 
se fundem em uma banda larga é característica da baixa cristalinidade da CS. 
Deste modo, a quitosana avaliada no trabalho é predominantemente amorfa.  
Para a composição CS-HA70%, observaram-se picos característicos da 
monetita (DCP) CaHPO4 em 2θ =26.426, 26.586 e 30.188 (JCPDS 09-0080) 
entre outros, e do fosfato octacálcico (OCP) Ca8H2(PO4)6·5H2O, conforme 
JCPDS 026-1056, 2θ = 26.002, 31.554, 31.703, entre outros. A ausência dos 
picos de difração da HA evidenciou que a hidrólise do CaHPO4·2H2O segundo 
a Eq. 2 não ocorreu, ao menos em grau apreciável. Por outro lado, a presença 
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da fase de OCP indica que a transformação que aconteceu foi a indicada pela 
Eq. 5. 






Resultados semelhantes já foram descritos para a hidrólise de monólitos 
de CaHPO4·2H2O (Carrodeguas et al., 2003), quando o pH do meio de hidrólise 
foi baixo demais para conseguir a transformação em HA segundo a Eq. 2. Além 
disso, a transformação do DCPD segundo a Eq. 3 não foi total. Parte dele foi 
desidratado originando CaHPO4, que pode ter sido originada devido a um baixo 
tempo de reticulação tendo em vista que as esferas reticuladas apresentam 
uma menor quantidade de grupo amina disponível para interagir com as 
moléculas de água e portanto algumas moléculas de água que seriam 
vinculads ao grupo amina vão se ligando aos grupos OH intererindo na 
formação da fase desejada como também, uma fração menor no conteúdo de 
fosfato durante a hidrósile. 
 
4.1.2 MICROSCOPIA ÓTICA 
As figuras 16 (a), (b), (c) e (d) apresentam as imagens de microscopia 
ótica das esferas de CS e das esferas de CS-HA, nas respectivas 
concentrações: CS, CS-HA20%, CS-HA50% e CS-HA70%, todos os aumentos 












Figura 16: MO das esferas de (a)CS, (b) CS-HA20%, (c) CS-HA50%, (d) CS-HA70%. 
 
A morfologia das esferas CS-HA obtidas pelo método de gelificação 
ionotrópica está apresentada nas Figuras 16 (a), (b), (c) e (d) e foi observada 
no microscópio ótico, onde a partir desta técnica é possível obter partículas 
esféricas. A esfericidade depende de alguns fatores como: viscosidade da 
solução, altura e velocidade do gotejamento e também do diâmetro da agulha, 
podendo apresentar uma deformidade do tipo cauda, como pode ser observado 
em algumas esferas da Figura 17 (a) e (b).É possível observar que as esferas 
com a hidroxiapatita incorporada, apresentam uma menor rugosidade 
superficial do que as esferas de quitosana e, esta rugosidade diminui conforme 
ocorre o aumento de percentual de HA.  
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Verifica-se também que a inclusão da hidroxiapatita ocasionou um leve 
aumento no diâmetro das partículas. As esferas de CS apresenta partícula com 
diâmetro médio de 2,4 ± 0,23 mm, as composições CS-HA20% e CS-HA50% 
apresentam partículas com diâmetro médio de 2,6 ± 0,22mm e 2,8± 
0,28mm,respectivamente.Já as partículas de CS-HA70% apresentaram 
diâmetro médio de 3,9± 0,37mm como pode ser observado na Tabela 
4.Resultados semelhantes foram obtidos por Morais et al. 2008, que produziu 
esferas de quitosana pelo método de geleificação ionotrópica com diâmetro 
médio de 2 – 3 mm,  utilizando uma agulha hipodérmica (0,7 x 25 mm2), onde 
as gotículas foram gotejadas em uma solução de NaOH (10%) e em seguidas 
reticuladas com glutaraldeído. A diferença, ou aumento no tamanho médio das 
esferas para a composição CS-HA70% pode ser atribuída ao tipo de reticulante 
utilizado nesta pesquisa, que no caso foi o tripolifosfato de sódio. Esse 
aumento médio de diâmetro entre as esferas de CS e CS-HA se dá devido ao 
processo de liofilização, onde a água presente na quitosana é evaporada, logo, 
quanto menor o teor de quitosana na esfera, menos água será liberada, menos 
contração ocorrerá e maior será o tamanho da partícula. De acordo com 
Bitencourt 2013, a incorporação de substancias ativas pode influenciar na 
estrutura superficial e interna dos materiais devido a diversos fatores como, 












Figura 17: MO Esferas de (a) CS, (b) CS-HA20%, (c) CS-HA50%, (d) CS-HA70%. 
 
Tabela 4: Diâmetro médio das esferas observadas por MO. 
Composição Diâmetro médio 
CS 2,4 ± 0,23 mm 
CS-HA 20% 2,6 ± 0,22mm 
CS-HA50% 2,8± 0,28mm 
CS-HA70% 3,9± 0,37mm 
 
4.1.3 Difração de Raios X (DRX) 
Para esta etapa, foram realizados os estudos de Difração de raios X 
para as esferas de quitosana (CS) e quitosana-hidroxiapatita em diferentes 


















































Figura 18: Difratograma das esferas de (a)CS, (b) CS-HA20%, (c) CS-HA50%, (d) CS-
HA70% e (e) HA. 
68 
 
O difratograma da esfera de quitosana apresenta regiões características 
de polímeros semicristalinos, sendo uma banda em torno de 2Ɵ = 10°, 
representando a fase amorfa do material e um pico agudo em 2Ɵ =20° que 
evidencia a parte mais cristalina da quitosana, que pode ser confirmado 
quando comparado na JCPDS arquivo N°. 039-1894.  Segundo Uragami (2006) 
e Oliveira (2011), a quitosana possui uma região semicristalina devido as fortes 
interações intra e intermoleculares que decorrem das ligações de pontes de 
hidrogênio entre os grupos amina, hidroxila, amida e outros grupos funcionais 
presentes na molécula de quitosana, por isso a ausência de picos bem 
definidos, portanto a quitosana apresentou-se em uma estrutura 
predominantemente amorfa. Pode-se observar ainda a presença de outros 
picos em 2Ɵ =31,80° e 45,7°, que podem ser atribuídos a cristalinidade dos 
sais fosfato de sódio e tripolifosfato de sódio (TPP)  que foram utilizados como 
agente coagulantes e reticulantes, do qual modificaram a organização da 
estrutura molecular da quitosana. Dados igualmente relatado por Silva (2015) 
na produção de esferas de quitosana coaguladas com sulfato de sódio, Fidéles 
(2010) em seu estudo sobre filmes de quitosana reticulados ionicamente com 
ácido sulfúrico para aplicação como biomaterial, e por Holanda et al (2011), 
que obteve em sua pesquisa, membranas de quitosana contendo TPP. 
A análise de DRX para as esferas CS-HA20%, CS-HA50% e CS-
HA70%, apresentam respectivamente um aumento na cristalinidade, atribuído 
à inserção da hidroxiapatita que é um mineral cristalino. As composições 
apresentam os picos correspondentes a fase JCPDS arquivo N°. 9-432, 
evidenciando em todos os difratogramas o pico 2Ɵ = 31,8° (211) e para as 
composições CS-HA50% e  CS-HA70%  o pico 2Ɵ= 26° (002).Conforme houve 
o aumento da concentração de hidroxiapatita, observa-se a permanência das 
bandas entre 2Ɵ=10° a 2Ɵ= 20°, correspondente a fase de quitosana, porém 
ocorrendo um alargamento típico desta fase, até o desaparecimento destas 
bandas na composição CS-HA70%. Análogo a isto, os picos referentes a 
hidroxiapatita  vão ficando mais definidos. Pode-se observar ainda, que 
aamostra CS-HA70% (Figura 18 (d)), apresentou uma maior intensidade dos 
picos, relacionado provavelmente a maior quantidade de HA presente nas 
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esferas.Comportamento semelhante foi relatado por Oliveira (2015) na 
produção de arcabouços de quitosana/hidroxiapatita.  
 
4.1.4 Análise Termogravimétrica (TG) 
A Figura 19 ilustra os resultados TG para a quitosana pura CS e as 
esferas de CS-HA de composições: CS-HA20%, CS-HA50%,CS-HA70% e para 
HA. Para melhor visualização dos eventos térmicos, foi analisada também a 
curva derivada termogravimétrica DTG.  
A partir da análise dos termogramas, observa-se que a primeira etapa de 
perda de massa que ocorreu entre 30° a 170°C nas amostras é característica à 
perda de água e também de matéria volátil, pois a quitosana apresenta ao 
longo de sua cadeia grupos amino (-NH2) na posição C-2, grupos hidroxila 
primários (-OH) na posição C-3 e grupos hidroxila secundários na posição C-6. 
Esses grupos permitem ligações secundárias com a água através de ligações 
de hidrogênio, o que torna esse polissacarídeo fortemente hidrofílico. (Santos, 
2004). Subsequente, o segundo intervalo de perda que ocorre entre 210° a 
450°C é caracterizado por um processo complexo em que ocorre a 
desidratação dos anéis sacarídeos, decomposição e despolimerização das 
unidades acetiladas e desacetiladas da quitosana. Finalmente a terceira etapa, 
está relacionada à decomposição oxidativa dos resíduos de quitosana. (Moré, 
2008; Fídeles, 2014; Nascimento, 2014). 
As decomposições térmicas dos compósitos das esferas estão 






























































































































































































Figura 19: Curvas TG  e DTG para CS, CS-HA 20%, CS-HA 50%, CS-HA 70% e HA. 
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Tabela 5: Eventos térmicos para as esferas de quitosana pura e 
quisotana/hidroxiapatita (CS-HA20%. CS-HA50%, CS-HA70%). 
Amostras Etapas de Decomposição 
  
1ª Etapa 2ª Etapa 3ª Etapa 
T(°C) ∆T T(°C) T(°C) T(°C)  
CS 75 30 -170 267 210-450 567 500- 750 
CS-HA20% 53 31- 208 308 229-462 592 515-768 
CS-HA50% 95 39-204 308 258-427 _____ _____ 
CS-HA70% 75 29-179 293 255-488 _____ _____ 
HA 50 30-200 _____ _____ _____ _____ 
A partir dos termogramas obtidos, Figura 19, foi observado que através 
da variação da composição das amostras, as curvas térmicas diferenciais 
termogravimétricas, foram deslocadas a diferentes temperaturas, de modo que 
tanto as curvas de decomposição máxima de temperatura como a DTG 
mostraram temperaturas diferentes para cada perda (Tabela 6) o que é 
indicativo da existência de integração entre a quitosana e a fase inorgânica 
presente do compósito, gerando assim uma ordenação na cadeia polimérica e 
estabilização do composto devido ao aumento da cristalinidade atribuído a 
inserção da hidroxiapatita.  Podemos observar que para a perda de massa na 
primeira etapa para o compósito CS-HA50% ocorreu uma diferença na 
temperatura de perda, quando comparado aos demais, e este comportamento 
pode ser esperado, pois as esferas com essa concentração de HA tiveram uma 
menor capacidade de retenção de água do que a CS, isso ocorre devido alguns 
grupos aminos, que funcionavam como regiões de absorção de água e agora 
estão protonados, como também as fases cristalinas impede essa absorção de 
água, além de que as ligações criadas na reticulação aumentam a nergia 
nescessãroa para decompor a macromolécula. As esferas de CS-HA70% 
apresentam um perfil semelhante a composição HA, tendo em vista uma menor 
inserção da fase orgânica e um aumento no percentual da fase inorgânica.  E 
outro fator associados a essas mudanças na temperatura está ligado que a 
reticulaçãode modo que esta reação de reticulação ocorre de maneira 
heterogênea e as distribuições de ligações transversais ao longo da cadeia são 
aleatórias, resultando em diferenças no grau de reticulação e 
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consequentemente ao longo da temperatura. Estes fatores podem explicar por 
que à medida que o conteúdo de quitosana diminuiu os compósitos tornaram-
se mais estável termicamente e a decomposição de quitosana foi deslocada 
para temperaturas mais elevadas. Observa-se também que, não houve perda 
de massa após 620°C, indicando, assim, que todas as macromoléculas 
orgânicas foram decompostas abaixo desta temperatura. (Murugan et. al, 2004; 
Moré et. al, 2008 ; Davidenko et. al ,2010). 
A partir da soma da perda de peso da segunda e terceira fases 
correspondentes à decomposição própria de CS, considerando-se o resíduo 
obtido em 580 ° C de HA e a adição de ambas as fases como 100% de toda a 
fase orgânica e inorgânica presente, pode ser determinada a fase resultante de 
cada um dos sistemas finais preparados ou as composições percentuais, e a 
razão final de compósitos CS-HA. Este resultado demonstra a eficácia do 
método utilizado neste estudo (Tabela 5).  
Tabela 6: Resultados da perda de peso 
            CS                 Resíduo a 580°C 




  CS-HA (Final) 
80/20 15,12 62,25 19,55/80,45 
50/50 40,16 45 47,15/52,85 
30/70 25,18 10,89 69,80/30,20 
 
Subsequente, observa-se que houve proporcionalidade dos resíduos 
(componente inorgânicos do composto) com o aumento do conteúdo de HA 
(Tabela 6), ou seja, quanto maior a incorporação de HA nas esferas, maior o 
teor de resíduos. Este comportamento também foi encontrado por Murugan et 
al. (2004) e Moré et al. (2008), que obtiveram uma perda total de peso 
proporcional à concentração de CS incorporadas nos compósitos preparados. 
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4.1.5 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de 
raios X por Energia Dispersiva (EDS). 
As micrografias MEV das esferasde quitosana CS e dos compósitos CS-
HA estão apresentados na Figura 20 para as respectivas concentrações: CS, 









Figura 20: MEV das esferas CS, CS-HA20%, CS-HA50% e CS-HA70%. Todos os 




Analisando os resultados observou-se que o aumento do teor de HA 
provocou uma alteração na morfologia das esferas, deixando-as menos 
irregular com formato esférico, mais densificada e com aumento de rugosidade 
na superfície, corroborando com os resultados obtidos por Microscopia Ótica. 
Resultados superficiais semelhantes foram obtidos por Fidéles (2014), em 
esferas de quitosana obtidas pelo processo de gelificação ionotrópica, onde 
também foi possível observar uma superfície rugosa que provavelmente poderá 
favorecer uma futura adesão e proliferação celular, pois a arquitetura, 
composição química e topografia de uma estrutura tridimensional influenciam 
diretamente o processo adesão e proliferação celular.Nas micrografias dos 
compósitos CS-HA50% e CS-HA70% pode-se obervar que não houve 
separação de cristais de AP, o que sugere que eles foram incorporados na 
quitosana. 
As micrografias MEV dá área central das esferas CS e CS-HA com 
aumento de 250X e 500X estão apresentados nas Figuras 22 (a), (b), (c) e (d) 



















Figura 21: MEV das esferas (a)CS, (b) CS-HA20%, (c) CS-HA50% e (d) CS-HA70%. 
 
As micrografias revelam uma arquitetura menos rugosa à medida que se 
tem a inserção da hidroxiapatita, o que é observado entre as Figuras 21 (a) e 
(b), como também a presença de partículas dispersas no seio da fase 
polimérica, atribuídas à fase do fosfato de cálcio, que pode ser confirmado pela 
análise de EDS, apresentada na Figura 23 (b) pela presença dos elementos 
cálcio e fósforo, confirmando assim a existência da hidroxiapatita dispersa na 
matriz polimérica. Resultados semelhantes foram obtidos por Oliveira (2015) 
onde foi observada a presença de pontos brancos em meio fase de quitosana. 
Analisando as micrografias representadas pela Figura 21 (c) e (d), 
verifica-se que com a introdução de uma maior quantidade de fosfato de cálcio, 
a superfície da esfera se torna mais densa, e com tendência a menor 
rugosidade como observado na Figura 22 (b), (c) e (d). Este comportamento 
denso e de superfície irregular é típico de compostos cerâmicos e é 
consequência da etapa de congelamento, onde os cristais de gelo crescem e 
solidificam na direção do gradiente de temperatura, isto é, das extremidades 
para o centro. (Zhang et. al., 2009.)  
77 
 
A morfologia da região central e análise química das esferas foram 
analisadas por MEV acoplado com EDS e estão apresentados na Figura 22 (a) 












Figura 22: MEV- EDS para CS, CS-HA20%, CS-HA50% e CS-HA70%. 
A partir dos resultados da espectroscopia dispersiva de raios X 
apresentados na Figura 23 (a), (b), (c) e (d) foi observada a presença dos 
elementos, Cálcio (Ca), Fósforo(P), Nitrogênio (N), próprios dos fosfatos de 
cálcio, além, do elemento sódio (Na) e também P que são característicos da 
reticulação com TPP e ajuste de pH com o NaOH. O aparecimento do pico de 
Cloro (Cl) e Sódio (Na) está provavelmente relacionado aos resíduos da 
solução de PBS. Fídeles (2014) também encontrou resíduos de Cl e Na, na 
produção de scaffolds de quitosana/TPP provavelmente advindo de resíduos 
da solução de PBS, do qual não foi possível constatar alguma influência 











Com o aumento da proporção de hidroxiapatita no compósito pode-se observar 
que houve um aumento no teor de cálcio. 
A partir da Figura 22 (b) pode se observar uma modificação na superfície 
da esfera com o surgimento de cristais em forma de “folhas” na matriz do 
polímero e, com o aumento no teor de HA estes cristais tornam-se opacos. 
Com um aumento de 1000x e 8000x (Figura 23 (a) e (b)) para a composição 
CS-HA70% pode-se observar uma típica estrutura típica da fase inorgânica 
esperada, que se apresenta em forma de agulha, corroborando com os 






Figura 23: MEV CS-HA70% (a) 1000x (b) 8000x 
 
4.1.6 Espectroscopia na Região do Infravermelho com Transformada de 
Fourrier (FTIR). 
Neste estudo as esferas de quitosana (CS), quitosana/hidroxiapatita 
(CS-HA) com três tipos de concentrações de hidroxiapatita CS-HA20%, CS-
HA50%,CS-HA70%, e apenas hidroxiapatita foram analisadas por FTIR para 
observar a possível interação entre os grupos funcionais das moléculas que 
80 
 





Figura 24: Espectros de FTIR CS-HA (20, 50, 70%). 
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No espectro de infravermelho obtido das esferas, observam-se 
absorções típicas da quitosana. A banda de absorção 3340 cm-1 corresponde 
ao alongamento vibracional da ligação - NH. A banda 3280cm-1corresponde ao 
estiramento do grupo - OH, provocado pela formação de pontes de hidrogênio, 
a presença do pico em 1630 cm-1 corresponde a vibração de estiramento do 
grupo amida I (O=C-NHR) mostrando que a quitosana não é 100% 
desacetilada(Nascimento, 2014).A razão entre essas bandas de absorção é 
usada por muitos autores para indicar o grau de desacetilação (GD) do 
biopolímero quitosana (Brugnerottoet al., 2001).  
As bandas 2930 cm-1 e 2880cm-1 são atribuídas às vibrações de 
estiramentos dos grupos C-H assimétrico (CH2) e simétrico (CH3), 
respectivamente. E a banda 1535 cm-1 corresponde a vibração de estiramento 
da ligação - NH da amina protonada (NH3
+). As bandas em 1400 cm-1 e 1380 
cm-1 são característica da vibração de deformação angular simétrica do grupo -
CH3 pertencente ao grupo acetamido. A banda em 1240 cm
-1 corresponde a 
vibração de estiramento do grupo - C-O-H. Bandas de absorção na região de 
1150 cm-1correspondem a vibração de estiramento dos grupos -C-O-C- 
simétrico e assimétrico.  (Nascimento, 2014; Redepenning et.al, 2003;Joschek 
et. al, 2000). 
As bandas em 1047 cm-1 e em 1090 cm-1 correspondem à vibração de 
deformação do grupo PO4
3-, enquanto o em 903 cm-1corresponde ao modo de 
estiramento do grupo PO4
3- (Furtado, Fook, Fook, 2009; Leal, 2012; Ugarte, 
2005; Volkmer, 2007). As bandas em torno de 856 e entre 1400-1500 cm-1 são 
atribuídos à incorporação de grupos CO3
2- na apatita, proveniente do ar, visto 
que as amostras foram produzidas em atmosfera aberta. (Redepenninget al, 
2003;Joschek et al, 2000).A presença de carbonato no composto CS-HA é 
vantajosa porque aumenta a bioatividade da apatita,como também a dissolução 
da HA no meio o que pode contribuir para o aumento osteocondução. (MORÉ 
et. al, 2008).As bandas entre 1550 – 1700 cm-1 são atribuídas a uma possível 
sobreposição do grupo OH- da hidroxiapatita e dos grupos da amida I e amida 
II da quitosana (JIANG, Li, Wang et al., 2008). Volkmer & Santos (2007) em 
sua pesquisa relatam as bandas características da hidroxiapatita como sendo, 
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além dos picos citados que se relacionam com as ligações PO4
3-, a presença 
de outro pico em torno de 3570 cm-1 que corresponde às vibrações de 
estiramento dos íons OH- da hidroxila, como se pode observar no espectro 
(Figura 22) estas vibrações estão encobertas pela banda larga 3340 cm-1 das 
moléculas de H2Oque podem estar livres ou adsorvidas, além disso, também 
existe uma banda de H2O em 1645cm
-1. (Donadel et al, 2005; Fernandes et al, 
2000; Finisie et al, 2001). 
Em relação à reticulção dos compósitos com a quitosana, podemos 
observar que as bandas fracas em 1237 e 1207 cm-1, podem ser atribuídas ao 
alongamento P=O, a vibração da banda em 893 cm-1 é atribuída ao estiramento 
assimétrico da ligação P-O-P. A presença destas bandas indica a presença de 
grupos de fosfato nas partículas. A banda a 1064 cm-1 atribuída ao alongamento 
de ligações C-O de álcoois primários apresentou diferenças significativas na 
comparação com os espectros de FTIR do quitosana. A banda a 1591 cm-1 que 
aparece no espectro de quitosana pura, atribuída à deformação N-H dos 
grupos amina, vai perdendo a intensidade nos espectro dos compósitos, 
surgindo uma nova banda localizada em 1549 cm-1, relativo ao grupo amina 
protonada (NH3+). A partir destes resultados, pode-se afirmar que a reticulação 
foi eficaz através de interações iônicas entre os grupos fosfatos carregados 
negativamente (P-O-) das cadeias do TPP e os grupos amino protonados (NH3+) 
das cadeias de quitosana (Shu e Zu, 2002; Martins et al., 2012; Pati et al., 
2012). 
A marca característica da HA é um pico bem definido em torno de 630 
cm-1. Este pico é um triplete que relaciona com as ligações PO4
3- em 601 e 570 
cm-1com contribuição da ligação-OH do grupo apatita em 630cm-1, que é 
melhor evidenciado no espectro para a composição CS-HA70%.Conforme se 
tem o aumento no teor de HA, pode-se, ainda, observar que o espectro 
apresenta estreitamento das bandas, evidenciando a cristalinidade da 
hidroxiapatita e corroborando com os resultados refletidos no DRX. 
Não ocorreu o surgimento de bandas em número de ondas diferentes 
das bandas observadas nos materiais analisados individualmente, sendo 
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observado somente o deslocamento de bandas já existentes nos espectros da 
quitosana e aqueles comuns para fosfatos de cálcio. Tal comportamento ocorre 
devido a interações de natureza eletrostática entre os íons Ca2+ do fosfato de 
cálcio com os pares de elétrons não ligantes dos grupos N–H e C=O presentes 
na quitosana. Há também a possibilidade de interações entre os grupos 
protonados NH3+, presentes na quitosana com os ânions fosfatos PO4
3- e 
carbonatos CO3)
2-. (Martins et al, 2011.) 
Comparando os espectros em relação ao teor de quitosana/hidroxiapatita, 
observa-se certa semelhança entre os espectros, contudo podemos destacar 
algumas diferenças, que são atribuídas as diferentes concentrações de HA nas 
esferas. As evidências maiores aparecem entre 3000 cm-1 e 3500 cm-1, onde 
absorção do grupo - OH torna-se mais fraca com o aumento do teor de 
hidroxiapatita (Fook, 2012). Isso indica a existência de fortes interações entre 
os grupos fosfatos e a quitosana por pontes de hidrogênio. Os grupos 
funcionais reativos do biopolímero agem como um sítio ativo para ligação com 
HA, através de ligação ou quelação com íons de cargas oposta, cálcio e fosfato 
(Li et. al, 2007). No caso da quitosana, o seu grupo amino (-NH2) que se 
transforma em NH3
+, sendo positivamente carregado, forma um complexo com 
o grupo fosfato (PO4
3-) da HA. (Verma et. al., 2008). Como também vai se 
evidenciando o pico em torno de 1000cm-1 característico do estiramento 
vibracional de C-O da quitosana (Souza et al, 2010),e ocorre o aumento do 
pico em torno de 800cm-1, que provavelmente pode ser atribuído a 
hidroxiapatita. Deste modo, pode-se obervar que com o aumento no teor de HA 
nas esferas, as bandas características da quitosana diminuem a intensidade e 
os picos característicos da hidroxiapatita vão sendo evidenciados e estreitados, 
o que se pode melhor observa para a composição CS-HA70%.  
 
4.2 Etapa II 
Nesta etapa da pesquisa, optou-se por apresentar apenas os compósitos 
de quitosana-hidroxiapatita, CS-HA20% e CS-HA50%, tendo em vista uma 
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melhor otimização dos resultados dessas estruturas e similaridade entre os 
resultados do compósitos CS-HA50% e CS-HA70%. 
4.2.1 Porosidade 
A Figura 25, apresentam as porosidades obtidas para as estruturas 
tridimensionais de quitosana/hidroxiapatita para os compósitos de 20 e 50%, 
pelo método utilizado por Oliveira (2015), Equação 3. 
Pode-se observar que a porosidade volumétrica das estruturas foi entre 
40 e 55%. Resultados semelhantes foram obtidos por Kucharsha et al 2010 e 
Silva 2015, que obtiveram estruturas tridimensionais pelo método de agregação 
de partículas e utilizaram o método de “submersão em líquidos” para medir 
porosidade que resultou em 40% e Fídeles, 2014 utilizando a mesma 



























Figura 25: Porosidade das Estruturas Tridimensionais de Quitosana/Hidroxiapatita CS-
HA20% e CS-HA50%. 
É evidente que com o aumento da quantidade de cerâmico nas 
estruturas, a porosidade diminuiu. A explicação para esta diminuição poderá 
estar associada a fatores que dizem respeito ao congelamento e liofilização, 
uma vez que os poros são criados pelo congelamento da água presente em 
cada esfera, ocorrendo difusão de moléculas de água e agregação de cristais 
que depois de sublimados na liofilização deixam o espaço vazio, corroborando 
com os resultados obtidos na seção anterior por microscopia ótica, no qual, 
com o aumento de concentração da hidroxiapatita, o tamanho médio das 
esferas foi maior, fazendo com que menos espaços vazios fossem formados. 
Segundo Oliveira (2015) e, com a inclusão de maior quantidade de cerâmico e 
com a possível interação deste com o polímero é possível que a água tenha 




Em estruturas tridimensionais a porosidade aumenta a área de 
superfície, aumenta o espaço para fixação das células e favorece a ligação 
química entre a estrutura tridimensional e o tecido adjacente. Do ponto de vista 
estrutural, um alto grau de porosidade é responsável pela regulação da 
bioatividade, pois influencia diretamente a permeabilidade estrutural, 
responsável por controlar a velocidade inicial da regeneração tecidual 
(Dorozhkin, 2010). Zhang & Zhang (2001), consideram que a porosidade mais 
adequada para essas estruturas deve estar em valores acima de 70%, sendo 
esta porcentagem ideal para que ocorra a diferenciação celular e que possa ser 
permitida a proliferação das células.  Nesta pesquisa, obtiveram-se resultados 
inferiores ao que se reporta na literatura, que pode ser atribuído à metodologia 
de obtenção das estruturas tridimensionais, deste modo é interessante fazer 
reajustes na metolodogia para que se possa alcançar valores semelhantes ou 
maiores que 70% de porosidade. 
4.2.2 Grau de Intumescimento  
A hidrofilicidade da superfície de uma estrutura tridimensional é um fator 
importante para a biocompatibilidade do material com a Matriz Extra Celular 
(MEC) adjacente. A hidrofilicidade da estrutura facilita a penetração dos 
nutrientes para seu interior, influencia a adesão, divisão, proliferação celular (LI 
et al., 2005). O intumescimento de um polímero é dependente do grau de 
interação entre as moléculas do polímero e do solvente (Aouada et al., 2009). 
A Figura 26 apresenta os resultados do Grau de Intumescimento (%GI) 






Figura 26: Gráfico do Grau de Intumescimento (%) dos compósitos CS-HA20% e CS-
HA50%. 
Mediante as curvas obtidas, nota-se que todas as composições 
apresentam alta capacidade de absorção e habilidade de retenção da solução 
de PBS, uma vez que, absorvem mais do que seu próprio peso apresentando 
valores de grau de intumescimento maiores que 100% (Oliveira, 2015). Após 
360 minutos para CS-HA20% e 480 minutos para CS-HA50%, ocorreu uma 
perda gradativa do peso, ocasionada provavelmente pelo inicio da dissolução. 
Além disso, este fato pode estar associado à presença de carbonato na fase 
apatítica. Esta perda de peso está relacionada principalmente, pela dissolução 
de gelatina, ou seja, a degradação das estruturas inicia-se devido à dissolução 
da gelatina. Tal comportamento também foi relatado por Silva, 2015 que obteve 
arcabouços de quitosana/curcumina pelo método de agregação de partículas 
utilizando a gelatina.  
Na quitosana, há predominância dos grupos amino caracterizados por 
ligações covalentes (N-H), onde a eletronegatividade das ligações gera sítios 
de alta polaridade, tornando, assim, favorável o rearranjo das moléculas e água 
em torno desses sítios. Essa característica estrutural, associadas aos grupos 
acetamido  caracterizam um material com alto grau de afinidade e retenção de 
água (Singini &Campana , 2001). Essa habilidade de absorção e retenção de 


















absorção de fluídos corpóreos e transferência de nutrientes metabólicos. 
(Thein-Han & Kitiyanant, 2007). 
Em relação ao intumescimento dos compósitos pode-se observar que à 
medida que se aumenta a quantidade de HA, ocorre uma diminuição no grau 
de intumescimento, que pode ser explicado a uma menor absorção de água 
devido à cristalinidade do material cerâmico, que provoca um menor 
espaçamento entre as cadeias da quitosana, como também pode ser atribuído 
a morfologia e porosidade das estruturas tridimensionais discutidas na seção 
anterior, tendo em vista que, quanto menor a porosidade e maior o tamanho 
das esferas, menor a capacidade de absorção de PBS. 
4.2.3 Resistência à Compressão  
4.2.3.1 Resistência à Compressão a seco 
As propriedades mecânicas definem o comportamento de um material 
quando sujeito a esforços mecânicos e correspondem às propriedades que, 
num determinado material indicam a sua capacidade de transmitir e resistir aos 
esforços que lhe são aplicados, sem romper ou sem que se verifiquem 
deformações incontroláveis. Estas caracterizações mecânicas estão entre os 
mais importantes testes físicos a serem realizados em materiais que desejam 
ser implantados, como por exemplo, na aplicação de estruturas tridimensionais 
para regeneração óssea, tendo em vista a necessidade da estabilidade 
estrutural para resistir à manipulação, adesão e proliferação celular.  
A Figura 28 apresenta o gráfico tensão x deformação das estruturas 
tridimensionais de quitosana/hidroxiapatita das amostras CS-HA20% e CS-
HA50%, ensaios a seco. 
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Figura 27: Gráfico Tensão x Deformação das estruturas tridimensionais 
quitosana/hidroxiapatita, deformação a 10%. 
 
 A partir do gráfico de tensão x deformação das amostras de 
quitosana/hidroxiapatita a seco, pode-se observar que, a quantidade de HA 
incorporada na matriz polimérica tem influência na deformação do material 
principalmente na zona elástica, como pode ser observado melhor, na 
ampliação da deformação ate 10%, onde o compósito CS-HA20% suportou um 
maior nível de carga, quando comparado ao compósito CS-HA50%. Isso pode 
ser atribuído à fase cerâmica que quando está associada a uma matriz 
polimérica restringe o movimento da matriz próximo a cada partícula e 
conseqüentemente também reduz a deformação dos compósitos. Resultados 
semelhantes foram obtidos por Oliveira (2015) na avaliação das propriedades 
mecânicas dos arcabouços de quitosana/hidroxiapatita, onde o comportamento 
da curva mostrou que o caráter elastomérico é mais evidente quando se tem 
um teor de polímero mais elevado. Na tabela 6 são relacionados os dados 






tensão máxima, taxa de deformação e módulo de elasticidade. Podemos 
observar que os valores para os dois compósitos para a tensão e deformação 
máxima são praticamente iguais. Sabe-se que a quitosana é um polímero semi-
cristalino e os valores de módulo e tensão baixos podem ser atribuídos ao 
baixo grau de cristalinidade. Tendo em vista que diversos fatores influenciam 
no comportamento mecânico de estruturas tridimensionais, podemos 
evidenciar o Grau de Desacetilação (GD) da quitosana, que possuí influência 
em diversas propriedades, incluindo a cristalinidade, degradação e resistência 
mecânica (Fídeles, 2014).  Pode-se ainda ressaltar que, o fato de todas as 
amostras submetidas ao ensaio permaneceram resistentes e não sofreram 
quebra durante o ensaio. 
Estruturas tridimensionais pra engenharia de tecido, apresentam curvas de 
tensão x deformação caracterizadas por 3 regimes distintos: (1) uma região 
elástica linear controlada pela flexão das paredes dos poros, (2) um longo platô 
na curva devido ao colapso dos poros e (3) uma região caracterizada pelo 
aumento da tensão sem grande incremento de deformação, conhecida como 
região de densificação, onde os poros são completamente colapsados, o que 
provoca um aumento rápido da resistência do material, conforme Figura 14 
(Gibson & Ashby, 1997; Fook 2012, Fídeles 2014, Oliveira 2015). 
No estágio inicial de compressão para os compósitos CS-HA20% e CS-
HA50%, as amostras apresentaram baixa resistência à tensão, onde a 
identificação da região elástica linear é quase imperceptível, devido à 
associação da fase cerâmica à matriz polimérica restringindo o movimento e 
conseqüentemente reduzindo a deformação dos compósitos. Após isto, a partir 
de 20% de deformação pode ser observado um pequeno platô na curva, ou 
seja, não há uma grande absorção de energia pelo material, e se inicia a 
compactação dos poros. Em seguida, há um aumento na tensão que pode ser 
claramente observado a partir de 50%, que é característico da região de 
densificação.  
Sendo o módulo de elasticidade numericamente igual ao valor do 
coeficiente angular da reta ajustada aos dados do diagrama tensão- 
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deformação. A partir da região elástica das curvas tensão x deformação, 
obtiveram-se os módulos de elasticidade dos compósitos a seco e estão 
apresentados na Tabela 7. 
De acordo com a Tabela 7, pode-se observar que houve um aumento na 
resistência à compressão das estruturas tridimensionais entre os compósitos 
CS-HA20% e CS-HA50%, este fato pode ser atribuído à presença de uma 
maior fase do fosfato na composição, fazendo com que o material possua uma 
maior rigidez, devido a um maior número de ligações entre quitosana e a 
hidroxiapatita. Adicionalmente, é de se esperar que o cerâmico devido ao fato 
de ter um maior módulo de eslasticidade se comporte como um reforço da 
estrutura. Maiores valores de módulo podem ser encontrados quando se tem 
utilização de agente reticulante durante a formação das esferas. Segundo 
Martins et al, 2012, o TPP interage com a quitosana através de forças 
eletrostáticas, os grupos amina protonados da quitosana interage com os íons 
carregados negativamente sobre o TPP através de interações iônicas criando 
redes iônicas, ocasionando assim, uma maior resistência a compressão.  Silva, 
2015 em sua pesquisa comparando estruturas tridimensionais de quitosana 
sem reticulação da gelatina e com reticulação, observou que a gelatina 
reticulada ocasionou um aumento da tensão máxima de quase três vezes (de 
0,4 Mpa para   1,2 Mpa) quando comparado com estruturas tridimensionais 
sem gelatina reticulada.  Os agentes reticulantes permitem a formação de 
ligações cruzadas com a cadeia polimérica principal, favorecendo a obteção de 
redes, além de bloquear os grupos amino como um agente bifuncional.  
Segundo Oliveira (2015) para que fosse possível observar um valor 
maior de tensão e modulo de elasticidade devido à presença de cerâmico, seria 
necessário prodecer à sinterização do mesmo, para que se estabelecessem 
ligações entre as moléculas de cerâmicas.   
As estruturas tridimensionais devem possuir uma resistência mecânica 
adequada, in vitro, para resistir a pressões hidrostáticas, assim como, in vivo, 
pois o osso está sob tensão contínua. (Salgado et al., 2004)Deste modo, 
esperava-se que os resultados obtidos fossem semelhantes aos do osso 
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trabecular ou cortical, com sua tensão de compressão variando entre 4 a 12 
Mpa e o seu módulo elástico podendo estrar entre 0,02 a 0,5 GPa (Fontes, 
2010; Gustaldi & Aparecida, 2010). Sendo assim, o comportamento juntamente 
com as propriedades mecânicas encontradas sugere que as estruturas 
tridimensionais desenvolvidas serão indicadas para aplicações em engenharia 
de tecidos, em situações preferencialmente ex-vivo, como suportes temporários 
de células. 
Tabela 7: Resultados obtidos a partir dos testes de compressão, amostras a seco. 





CS-HA20% 0,75± 0,14 90,09±0,09 0,00133 
CS-HA50% 0,73±0,11 90,38±0,43 0,00349 
 
 
4.2.3.2 Resistência à compressão via úmida 
As propriedades mecânicas das estruturas tridimensionais dos 
compósitos CS-HA20% e CS-Ha50%, por via úmida estão representadas na 
































 CS-HA20% 1 HORA
  CS-HA20% 3 HORAS
 CS-HA20% 6 HORAS
 
 
 (a)Curvas do compósito CS-HA20% 






























 CS-HA50% 1 HORA
 CS-HA50% 3 HORAS
 CS-HA50% 6 HORAS
 
(b)Curvas do compósito CS-HA50% 
 
Figura 28: Curvas tensão x deformação dos compósitos: (a) CS-HA20% e (b) CS-
HA50%, deformação a 10%. 
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A partir da Figura 28, podemos observar que independente da 
concentração de hidroxiapatita e o tempo imerso no PBS, as análises por 
compressão geraram uma curva tensão-deformação típicas de um sólido 
elastomérico celular, tais como, o comportamento de um polímero elastomérico 
e, a nível biológico, o comportamento de espumas de célula de baixa 
densidade.   Com o aumento da razão de HA presente nas amostras houve 
uma diminuição da tensão das estruturas tridimensionais, este resultado é 
provavelmente atribuído às interações entre os grupos protonados NH3+, 
presentes na quitosana e os ânions dos fosfatos PO4
3-, fazendo com que 
ocorra um enfraquecimento das ligações intermoleculares e consequentemente 
diminuição das propriedades meâcanicas. Como também a inserção de HA no 
compósito possibilita um aumento na cristalinidade do material, como foi 
observado nos resultado obtidos por DRX, ocasionando assim um aumento no 
E (modulo de elasticidade) e, assim um aumento o Limite de Resistencia à 
tração (máxima tensão que um material pode suportar ao ser esticado ou 
puxado antes de falhar ou quebrar) o que torna o material mais frágil.  
De acordo com Hoffman et al.  2012, quando um material começa a 
absorver água, inicialmente as moléculas dos  grupos hidrofílicos mais polares 
hidratam, seguindo dos  grupos hidrofóbicos, que  também interagem com as 
moléculas de água. Por conseqüência ocorre a absorção de água adicional, 
devido à força motriz osmótica das cadeias da rede. O intumescimento da água 
adicional que é absorvido pelos grupos iônicos, polares e hidrofóbicos torna-se 
saturados de água, preenchendo o espaço entre as redes e/ou macroporos. À 
medida que a rede aumenta de volume, se as redes ou ligações cruzadas são 
degradáveis, o material começa a dissolver-se e desintegrar-se, a uma taxa em 
função da sua composição fazendo com que ocorra um decaimento das 
propriedades mecânicas. 
Na tabela 8 são relacionados os dados mecânicos que caracterizam as 
amostras CS-HA20% e CS-HA50% nos diferentes tempos, tais como tensão 
máxima, taxa de deformação e módulo de elasticidade.  
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Tabela 8: Resultados obtidos a partir dos testes de compressão, amostras via úmido. 







0,010 ± 0,001 90,01 ± 0,06 3,26x10-5 ± 9,01x10-8 
CS-HA20% 
(3 horas) 
0,006 ± 0,004 90,20 ± 0,21 2,15x10-5 ± 7,11x10-8 
CS-HA20% 
(6 horas) 
0,005 ± 0,001 90,04 ± 0,24 1,86x10-5 ± 6,73x10-8 
CS-HA50% 
(1 hora) 
0,062 ± 0,06 60,83 ± 9,34 3,29x10-5 ± 1,59 x10-7 
CS-HA50% 
(3 horas) 
0,057 ± 0,012 70,09 ± 0,10 2,35x10-5 ± 1,44 x10-7 
CS-HA50% 
(6 horas) 
0,002 ± 0,001 90,10 ± 0,13 1,79x10-5 ± 8,9x10-8 
 
Em relação ao tempo que os compósitos foram submetidos, podemos 
observar que a resistência à tensão é inversamente proporcional ao tempo, 
sendo esperado este tipo de comportamento provavelmente pela dissolução da 
gelatina e intumescimento do fluído com a quitosana (Tabela 8). Esses 
resultados corroboram com o Grau de Intumescimento apresentado na sessão 
anterior, para o mesmo tempo observado. Em relação ao módulo de 
elasticidade, quanto maior o tempo imerso das estruturas, mais elástico torna-
se o material pela influencia da absorção do PBS, que consequentemente 
provoca um aumento na área superficial dos compósitos, como também as 






Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de estruturas 
tridimensionais compósitas de quitosana/hidroxiapatita/gelatina para 
regeneração óssea, sendo a fase cerâmica gerada in situ. Para isto, o trabalho 
foi dividido em duas etapas, onde a primeira consistiu na produção de esferas 
de quitosana/hidroxiapatita através da ténica de geleificação ionotrópica e a 
segunda, no desenvolvimento das estruturas através do método de agregação 
de particulas. Considerando os resultados obtidos a partir das caracterizações 
propostas, pode-se concluir que: 
5.1 Etapa I 
 A metodologia permitiu a produção de esferas quitosana/hidroxiapatita 
com diferentes proporções de hidroxiapatita gerada in situ para o 
desenvolvimento de estruturas tridimensionais; 
 Pode-se otimizar a concentração de hidroxiapatita nas esferas, sendo 
utilizadas em 20, 50 e 70% de proporção (quitosana/hidroxiapatita); 
 
5.2 Etapa II 
 Foi possível o desenvolvimento de estruturas tridimensionais de 
quitosana/hidroxiapatita/gelatina; 
 O compósito que apresentou resultados mais satisfatórios foi CS-
HA20%, exibindo um melhor perfil à porosidade, grau de intumescimento 
e prorpriedades mecânicas; 
De maneira geral, o presente trabalho ofereceu uma metodologia de 
fabricação de estrututuras tridimensionais de quitosana com hidroxiapatita, 
obtendo a fase inorgânica in situ, obtendo estruturas tridimensionais de 
maneira satisfatória, com uma estratégia simples baseada na agregação de 
partículas. Com isto, permite-se que os arcabouços produzidos possam ser 
utilizados em diversas aplicações biomédicas, como por exemplo, carreador 
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para um sistema de liberação controlada de fármacos e arcabouços para 





















6 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
Este trabalho teve como principal objetivo o desenvolvimento de estruturas 
tridimensionais constituídas por quitosana/hidroxiapatita/gelatina com a fase 
mineral gerada in situ apartir da metodologia de agregação de partículas.  
Utilizando estes componentes, buscou-se mimetizar, em termos de 
composição, o tecido ósseo, para aplicação na regeneração óssea. 
No decorrer da pesquisa surgiram algumas ideias e possíveis avanços não 
somente referentes à melhoria nas propriedades das estruturas tridimensionais, 
mas também pensando em expandir o campo de aplicação, como por exemplo 
na construção de sistemas de liberação controlada de fármaco. Deste modo 
em termos de estruturas tridimensionais, podemos focar no aperfeiçoamento 
da metodologia para adequar as propriedades desejadas, tais como, maiores 
porosidade e módulo de elasticidade. Para isto sugere-se: 
 Variar o tamanho das esferas por meio do uso de agulhas com 
outras dimensões, e avaliar sua influência na porosidade e módulo 
de elasticidade das estruturas; 
 Testar outros materiais para empregar como agente agregador das 
esferas, ou ainda, reticular a gelatina utilizando algum agente não 
toxico, como por exemplo, a genipina; 
 Utilizar blendas poliméricas, por exemplo, gelatina/quitosana, com o 
objetivo de avaliar a agregação das esferas já durante o 
processamento, não necessitanto incorporar a gelatina após a 
produção das esferas; 
 Promover estudos biológicos in vitro, como por exemplo, 
citotoxidade, adesão celular e ensaio de bioatividade, para observar 
o comportamento biológico das estruturas; 
 Realizar estudos in vivo, para avaliar a capacidade de aplicação e a 
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